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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
AK Aminokisline, ang. Amino acid  
aw Vodna aktivnost, ang. Water activity 
BCA Test za analizo skupnih proteinov na osnovi detekcije kompleksov 
Cu2+ z bicinhoninsko kislino 
CO2 Ogljikov dioksid, ang. Carbon dioxide 
ctnA Gen za aktivacijo biosinteze citrinina 
CVU Barvna enota, ang. Colour value units 
dH2O Demineralizirana oz. destilirana voda, ang. Distilled water 
EK Evropska komisija, ang. European comission 
EtOH Etanol, ang. Ethanol  
EU Evropska Unija, ang. European Union 
FLVE Oznaka za sev Flammulina velutipes, ki smo ga uporabili pri 
sogojenju 
GABA -aminobutirična kislina, ang. -Aminobutyric acid 
GOPOD Glukoza-oksidaza/ peroksidaza, ang. Glucose oxidase/peroxidase 
HDL Holestrol prisoten v lipoproteinih visoke gostote, ang. High density 
lipoprotein 
HEPA filter Visoko učinkovit zračni filter, ang. High efficiency particulate air 
HMG-CoA 
reduktazo 
Encim hidroksimetil-glutaril-koencim A reduktaza, ang. 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA 
HPLC Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti ang. High-performance 
liquid chromatography 
ITS Notranja prepisana regija, ang. Internal Transcribed Spacer 
λem Valovna dolžina sevanja, ang. Emission 
λex Valovna dolžina vzbujanja, ang. Excitation 
LDL Holestrol prisoten v lipoproteinih nizke gostote ang. Low density 
lipoprotein  
LOD Meja zaznave, ang. Limit of detection 
LOQ Meja določitve, ang. Limit of quantification 
MetOH Metanol, ang. Methanol 
MilliQ 2x destilirana voda, ki je bila nato prefiltrirana 
min-1 Vrtljaji na minuto, ang. Revolutions per minute (rpm) 
MpigE Gen, ki sodeluje pri biosintezi pigmentov 
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mppR1 Gen, ki je odgovoren za regulacijo prepisovanja pri biosintezi 
pigmentov 
MpPKS5 Poliketidna sintaza, ki sodeluje pri sintezi pigmentov 
MSG Mononatrijev glutamat, ang. Monosodium glutamate 
Na2CO3 Natrijev karbonat, ang. Sodium carbonate 
O.D. Optična gostota, ang. Optical density 
PDA Krompirjev dekstrozni agar, ang. Potato dextrose agar 
PDB Gojišče na osnovi dekstroze iz krompirja, ang. Potato dextrose broth 
pksCT Gen za poliketidno sintazo pri biosintezi citrinina 
pigR Gen, ki skrbi za regulacijo sinteze pigmentov 
pNP para-nitrofenol, ang. Para-nitrophenol 
pNPB para-nitrofenil butirat, ang. Para-nitrophenyl butyrate 
PSK Polisaharid-K, ang. Polysaccharide-K 
PSP Polisaharidpeptid, ang. Polysaccharide peptide 
RYR Kvasovke rdečega riža, ang. Red yeast rice 
orf3 Oksigenaza, ang.Oxygenase 
TCA Trikloroocetna kislina, ang. Trichloroacetic acid 
TFA Trifluoroocetna kislina, ang. Trifluoroacetic acid 
TV Oznaka za sev Trametes versicolor, ki smo ga uporabili pri sogojenju 
TV_selo Oznaka za sev T. versicolor, ki smo ga uporabili pri sogojenju 
U Enot absorbance, ang. Unit absorbance 
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1 UVOD S PREDSTAVITVIJO PROBLEMATIKE, CILJEV IN 
ZNANSTVENIH VPRAŠANJ 
Monascus purpureus je gliva, ki jo v azijski kuhinji že stoletja uporabljajo kot naravni 
konzervans, barvilo, začimbo, tudi kot ojačevalec okusov in za fermentacijo 
tradicionalnega rdečega riža, ki ga nato v kuhinji uporabijo kot konzervans (Erdoğrul in 
Sebile, 2004; Pohleven in sod., 2015). Poznana je tudi pod imenom kvasovke rdečega 
riža (ang. »red yeast rice«, RYR) in angkak (Erdoğrul in Sebile, 2004). Poleg že poznane 
uporabe so znanstveniki v M. purpureus odkrili številne farmakološko aktivne 
učinkovine, od katerih so najbolj znani in raziskani statini monakolini ter njim sorodne 
učinkovine, ki uravnavajo raven holesterola in trigliceridov v krvi. Monakolinu K in 
ostalim statinom so pripisali protivnetne in antioksidativne lastnosti ter 
preprečevanjebolezni srca in ožilja. Poleg tega pomagajo kot preventiva proti nastanku in 
razvoju rakavih obolenj, osteoporoze, nealkoholne maščobne bolezni jeter, kronične 
utrujenosti, Alzheimerjeve bolezni in drugih demenc ter degradacije mišic (Erdoğrul in 
Sebile, 2004; Pohleven in sod., 2015).  
 
V EU in ZDA barvila, ki jih proizvaja rod Monascus, niso potrjena za uporabo v živilski 
industriji, predvsem zaradi možne vsebnosti nefrotoksina citrinina (Hajjaj in sod., 2012). 
Evropska komisija (EK) je v regulativi št. 212/2014 predpisala maksimalne vrednosti 
citrinina, ki jih izdelki oz. prehranska dopolnila M. purpureus lahko vsebujejo in te 
znašajo 2 µg/g (López Sánchez in sod., 2017).  
 
Kakovost in količina sekundarnih metabolitov, ki jih Monascus biosintetizira tekom 
stacionarne faze, sta odvisni od načina gojenja (tekoče ali trdno gojišče), tipa oz. sestave 
gojišča, uporabe seva rodu Monascus, dostopnosti kisika, vodne aktivnosti, temperature, 
časa gojenja, volumna vcepka in pH-vrednosti gojišča oz. substrata, izpostavitev svetlobi 
tekom gojenja (Carvalho in sod. 2005; Mostafa in Abbady, 2014; Patakova in sod., 2015). 
V primeru gojenja na trdnem gojišču oz. substratu je pomembna tudi začetna vsebnost 
vode v substratu (Yii-Lih in sod., 2008).  
 
Na izboljšanje produkcije encimov in organskih kislin tekom fermentacije naj bi vplivalo 
tudi sogojenje z različnimi vrstami gliv. Panda in sod. (2010a, 2010b) so bili prvi, ki so v 
ta namen raziskovali vpliv sogenjenja dveh različnih vrst rodu Monascus na rižu. 
Ugotovili so, da sogojenje lahko privede do višjih končnih koncentracij monakolina K. 
Naša predvidevanja so zato bila, da lahko sogojenje M. purpureus z drugimi vrstami gliv 
privede do izboljšanja donosa biomase in proizvodnje sekundarnih metabolitov ali celo 
do boljšega izkoristka izbranega substrata. Zato smo se v naši raziskavi osredotočili na 
sogojenje seva M. purpureus v kombinaciji z različnimi višjimi glivami.  
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Ker so M. purpureus klasificirali kot medicinsko glivo, smo se v raziskavi osredotočili 
na interakcijo M. purpureus z drugimi užitnimi ali zdravilnimi saprofitskimi glivami. 
Tako smo raziskovali interakcije M. purpureus z glivami Agrocybe aegerita, 
Chondrostereum purpureum, Cordyceps militaris, Flammulina velutipes, Ganoderma 
lucidum, Gloeophyllum trabeum, Hypsizygus ulmarius, Inonotus obliquus, Lentinula 
edodes, Monascus purpureus, Monascus ruber, Pleurotus ostreatus, Poria cocos, 
Fibroporia vaillantii in Trametes versicolor. Zanimal nas je predvsem odziv M. 
purpureus ob srečanju z izbrano saprofitsko glivo, torej, ali pride do sinergizma ali do 
antagonizma, in vpliv interakcije na biosintezo citrinina in monakolina K. Učinek 
sogojenja smo preverili tako v tekočem kot tudi na trdnem gojišču. V primeru gojenja na 
trdnem gojišču, smo izbrane glive najprej sogojili z M. purpureus na hranilnem agarju, 
obogatenem s krompirjevim ekstraktom (PDA). Interakcijo smo na podlagi takega 
sogojenja najprej ovrednotili vizualno. Glede na določen tip interakcije, smo se odločili 
za ožji izbor višjih gliv (F. velutipes in T. versicolor), ki smo jih nato uporabili v drugem 
delu študije. Izbrane glive smo gojili oz. sogojili na trdni podlagi (riž in proso) in vpliv 
interakcije nato ovrednotili na kemijskem nivoju s tekočinsko kromatografijo visoke 
ločljivosti (HPLC). Poleg HPLC analize sekundarnih metabolitov (citrinin, monakolin K) 
in ergosterola smo preverjali še vpliv interakcije na hemolitično aktivnost, vsebnost 
pigmentov, izgubo suhe mase substrata, vsebnost vode ter vrednost pH preraščenega 
substrata. 
 
V raziskavi smo se prav tako osredotočili na optimizacijo procesa pridobivanja višje 
vsebnosti monakolina K in eliminacijo oz. zmanjšanje količine toksičnega citrinina.  
1.1 CILJI IN HIPOTEZE DOKTORSKE NALOGE 
Cilji doktorske naloge so bili določiti optimalne pogoje gojenja temperatura, čas gojenja 
in način gojenja oz. sogojenja za produkcijo citrinina in monakolina K s strani glive M. 
purpureus. Sogojenje je potekalo z različnimi vrstami izbranih gliv, pri tem pa smo 
spremljali vpliv interakcije na biosintezo sekundarnih metabolitov in ostalih izbranih 
parametrov. Temu je sledila optimizacija postopka izolacije sekundarnih metabolitov iz 
vzorca in določitev vsebnosti citrinina ter monakolina K s tekočinsko kromatografijo 
visoke ločljivosti.  
 
V doktorskem delu smo postavili sledeče raziskovalne hipoteze: 
• (H1) tip gojišča vpliva na rast biomase in količino metabolitov M. purpureus 
(citrinina in monakolina K); 
• (H2) produkcija citrinina in monakolina K glive M. purpureus je odvisna od vrste 
glive, s katero je gliva M. purpureus sogojena; 
• (H3) produkcija citrinina in monakolina K glive M. purpureus je različna pri 
uporabi različnih sevov gliv, s katerimi je M. purpureus sogojen;  
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• (H4) produkcija citrinina in monakolina K glive M. purpureus je odvisna od 
načina interakcije med glivama; 
• (H5) na interakcijo med M. purpureus in vrstami gliv vpliva temperatura, sestava 
gojišča ter dolžina inkubacijske dobe;  
• (H6) produkcija citrinina in monakolina K glive M. purpureus je odvisna od 
sestave gojišča, dolžine preraščanja in temperature, pri kateri je (so)gojenje 
potekalo;  
• (H7) na vsebnost monakolina K in citrinina vpliva odvzem in priprava vzorcev.  
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2 PREGLED OBJAV  
2.1 UVRSTITEV GLIVE Monascus purpureus IN GLAVNI PREDSTAVNIKI 
Francoski znanstvenik Van Tieghem je leta 1884 klasificiral in poimenoval glivni rod 
Monascus, ki so ga takrat v Evropi poznali kot kontaminanta žitaric, škroba in silaž 
(Arunachalam in Narmadhapriya, 2011). 
 
Kraljestvo:   Glive (Fungi) 
Deblo:   Ascomycota (zaprtotrosnice) 
Poddeblo:   Pezizomycotina 
Razred :  Eurotiomycetes 
Podrazred:  Eurotiomycetidae 
Red:   Eurotiales  
Družina:  Monascaceae 
Rod:   Monascus 
Vrsta:   M. purpureus 
2.2 ZGODOVINA UPORABE GLIVE Monascus purpureus 
Prva omemba uporabe glive M. purpureus sega 2000 let nazaj, kjer jo v knjigi kitajske 
medicine Pen Chaw Kang Mu povezujejo z obarvanjem hrane in zdravljenjem različnih 
bolezni (Erdoğrul in Sebile, 2004). V času dinastije Ming (1368-1644) so o njej pisali v 
povezavi z zdravljenjem pri težavah s prebavo, diarejo, poškodbami mišic, alkoholnemu 
»mačku« in dispepsiji pri otrocih. Poleg tega so jo uporabljali še za izboljšanje cirkulacije 
krvi, delovanja vranice in prebavil (Arunachalam in Narmadhapriya, 2011). 
 
Na Kitajskem je M. purpureus poznana pod imenom Ang Khak ali Hong Qu. V starih 
časih je bila uporaba Ang Khak skrbno varovana skrivnost, saj so jo uporabljali pri 
pripravi sira in znane kitajske pijače poznane pod imenom Anchu (Erdoğrul in Sebile, 
2004; Arunachalam in Narmadhapriya, 2011). 
 
Na Japonskem je M. purpureus poznana pod imeni Koji, Ang-Khak, Beni-Koji in Red-
Koji (Arunachalam in Narmadhapriya, 2011). Njena barvila se uporabljajo pri proizvodni 
rdečega Beni-Koji. Koji je živilski polizdelek, ki se uporablja za proizvodnjo nekaterih 
tipičnih japonskih jedi, kot so miso, sojina omaka, sake in druge (Batič in sod., 1999). 
 
Številne knjige tekom zgodovine nam torej nakazujejo uporabo M. purpureus tako v 
zdravilne namene, kot tudi za obarvanje hrane. Poleg omenjenih so med njimi še: Materia 
Medica for Daily Use, Supplements on Developments of Herb Medicine in Compendium 
of Materia Medica (Arunachalam in Narmadhapriya, 2011). 
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2.3 BIOLOŠKO AKTIVNI SEKUNDARNI METABOLITI PRI GLIVAH Monascus 
spp. 
Najbolj farmakološko zanimiv sekundarni metabolit, ki ga biosintetizirajo različne glive 
roda Monascus, kot so M. ruber, M. pilosus, M. vitresus, M. anka, M. serorubescens, M. 
pubigerus in M. purpureus, je monakolin K. Ta spada med najbolj učinkovite zniževalce 
serumskega holesterola iz skupine statinov (Pohleven in sod., 2015) in je poznan tudi pod 
imeni lovastatin, mevinolin in Mevakor® (Panda in sod., 2009; Goswami in sod., 2012). 
Leta 1987 je monakolin K, z dovoljenjem ameriške Agencije za hrano in zdravila (Food 
and Drug Administration), postal prvi sprejeti glivni sekundarni metabolit za uporabo v 
zdravilne namene (Panda in sod., 2010). 
 
Poleg statinov, M. purpureus biosintetizira še različne druge spojine, ki sodelujejo pri 
zniževanju holesterola. Mednje sodijo: 
• nenasičene maščobne kisline (oleinska, linolna in linolenska kislina), ki znižujejo 
raven trigliceridov,  
• steroli (β-sterol in kampesterol), ki v kombinaciji s statini uspešnejše znižujejo 
koncentracijo holesterola kot samo statini in pripomorejo k absorpciji holesterola 
v tankem črevesju (Erdoğrul in Sebile, 2004),  
• γ-aminobutirična kislina (GABA) in dimerumska kislina (Erdoğrul in Sebile, 
2004; Arunachalam in Narmadhapriya, 2011),  
• izoflavoni, prehranske vlaknine, magnezij ter kompleks vitamina B (niacin) 
(Pohleven in sod., 2015).  
 
Učinkovitost sekundarnih metabolitov glive M. purpureus pri zniževanju lipidov v 
serumu so potrdili z raziskavami na živalih in na ljudeh (Erdoğrul in Sebile, 2004; 
Pohleven in sod., 2015).  
 
Ravno zaradi omenjenih učinkovin in njihovega blagodejnega učinka na človeško telo, 
spadajo produkti, ki jih dobimo po fermentaciji z M. purpureus med funkcionalno hrano 
(Erdoğrul in Sebile, 2004; Arunachalam in Narmadhapriya, 2011). Za lažje razumevanje 
pojma funkcionalna hrana, je v ta namen organizacija Functional Food Science in Europe 
podala naslednji predlog definicije: »Hrana je funkcionalna, ko ji je mogoče dokazati 
enega ali več ugodnih učinkov na telo, bodisi z izboljšanjem zdravstvenega stanja ali 
počutja ali z znižanjem tveganja nastanka bolezni. Ohraniti mora lastnosti hrane in biti 
učinkovita v količini, ki jo zaužijemo v normalnem dnevnem obroku« (Šeruga, 2009). 
 
V EU in ZDA barvila in izdelki, ki jih pridobijo s fermentacijo M. purpureus, niso potrjeni 
za uporabo v živilski industriji, saj nekateri sevi M. purpureus biosintetizirajo 
hepatotoksin in nefrotoksin citrinin (Hajjaj in sod., 2012). Na podlagi regulative EK (št. 
212/2014) je trenutno določena maksimalna dovoljena koncentracija citrinina 2 µg/g v 
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produktih, ki vsebujejo ali so pridobljeni s fermentacijo M. purpureus (Sánchez in sod., 
2017). 
2.3.1 Uporaba monakolina K pri zniževanju LDL holesterola v krvi 
Statini, ki jih proizvaja M. purpureus, pomagajo pri zniževanju koncentracij holestrola 
prisotnega v lipoproteinih nizke gostote (ang. low density lipoprotein; LDL) in dvigu 
koncentracij holesterola prisotnega v lipoproteinih visoke gostote (ang. high density 
lipoprotein; HDL) v krvi. Njihov glavni predstavniki so monakolini, ki v pikomolarnih 
koncentracijah inhibirajo ključni encim v sintezi holesterola, hidroksimetil-glutaril-
koencim A reduktazo (HMG-CoA), in s tem preprečujejo sintezo holesterola v jetrih 
(Erdoğrul in Sebile, 2004). 
 
Obstaja 14 različnih monakolinov, med njimi monakolin K, J, L, M, X in drugi derivati, 
na primer, dehidromonakolin K, dihidromonakolin L, kompaktin in 3α-hidroksi-3,5-
dihidromonakolin-L (Erdoğrul in Sebile, 2004; Arunachalam in Narmadhapriya, 2011). 
Glede na trenutno poznavanje biosintezne poti monakolina K (slika 1), različne 
raziskovalne skupine le predpostavljajo njegovo biosintezno pot v glivi M. purpureus in 
predvidevajo, da je podobna sintezi v glivi Aspergillus terreus (Goswami in sod., 2012; 
Subhan in sod., 2016; Song in sod., 2019). Predlagana biosintezna pot je predstavljena na 
sliki 1. Zhang in sod. (2017) so proučevali biosintezo monakolina K pri M. purpureus M1 
in M1-36 in ugotovili, da sodeluje pri njegovi biosintezi 9 različnih genov (mokA- mokI). 
Ob tem izpostavljajo, da gen mokF modulira biogenezo monakolina K pri M. purpureus. 
 
Monakolin K se v večini nahaja v eni izmed oblik, ki sta prikazani na sliki 2. Njegova 
pretvorba je odvisna od vrednosti pH gojišča oz. medija. Pod bazičnimi pogoji je obstojna 
monakolin K hidroksi kislina, ki je fiziološko aktivna oblika spojine. Estrska (laktonska) 
oblika monakolina K, pa je prisotna v alkoholnih medijih (Huang in sod., 2010; Mornar 
in sod., 2013). 
 
Klinične raziskave z različnimi pripravki M. purpureus so pri bolnikih s povišanim 
holesterolom v krvi pokazale znižanje ravni skupnega holesterola za 13 – 44 %, 
trigliceridov za 7 – 44 %, »slabega« holesterola LDL za 5 – 32 % in povišanje »dobrega« 
holesterola HDL za 0 – 22 %. Pri tem pa pri bolnikih niso opazili resnejših neželenih 
stranskih učinkov (Pohleven in sod., 2015). 
 
Xue in sod. (2017) so primerjali stranske učinke pri dislipidemičnih pacientih, ki so 
prejemali fermentiran rdeči riž ali semivastatin. Ugotovili so, da so oboji dosegli 
primerljivo znižanje celokupnih lipidov v krvi, vendar so bili pacienti, ki so prejemali 
fermentiran rdeči riž manj utrujeni v primerjavi s pacienti, ki so prejemali semivastatin. 
Pri slednjih se je zaradi utrujenosti močno zmanjšala tudi fizična aktivnost.  
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Slika 1: Prikaz biosintezne poti nastanka monakolina K pri Monascus purpureus. Raziskovalci 
predpostavljajo, da je podobna kot pri Aspergillus terreus. Kratica LNKS je okrajšava za lovastatin 
nonaketid sintazo, kratica LDKS je okrajšava za lovastatin diketid sintazo in SAM je okrajšava za S-
Adenozil metionin (prirejeno po Song in sod., 2019: 8)  
Figure 1: Monacolin K biosynthesis in Monascus purpureus. Researchers suggest that the biosynthetic 
pathway of Monacolin K is simillar as in Aspergillus terreus. Abbreviations: LNKS stands for lovastatin 
nonaketide synthase, LDKS stands for lovastatin diketide synthaseand SAM stands for S-Adenosyl 
methionine (Song et al., 2019: 8) 
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Slika 2: Kemijska struktura monakolin K laktona (levo) in monakolin K hidroksi kisline (desno) 
Figure 2: Chemical structure of monacolin K in the lactone form (left) and in the acid form (right) 
2.3.2 Mikotoksin citrinin 
Citrinin je toksičen metabolit, ki ga proizvajajo različne filamentozne glive rodu 
Penicillium, Aspergillus in Monascus. Njegova kemijska struktura je prikazana na sliki 
3. Dokazali so mu tudi hepatotoksično in nefrotoksično delovanje (Berndt, 1990; Sabater-
Vilar in sod., 1999), ter ga označili za potencialnega povzročitelja Balkanske endemske 
nefropatije (Sabater-Vilar in sod., 1999). To je bolezen, ki pri ljudeh povzroči kronično 
obolenje jeter in jo povezujejo z nastankom tumorjev urinarnega trakta (Pfohl-
Leszkowicz in sod., 2002). In vitro študije so pokazale, da citrinin povzroči različne 
poškodbe mitohondrijev v celicah ledvic, saj moti transportni sistem elektronov v 
mitohondrijih in negativno vpliva na biosintezo makromolekul, kar privede do celične 
smrti (Chagas in sod., 1995). 
 
Citrinin učinkuje antibiotično, bakteriostatično, antiglivno in protiparazitsko. Ravno 
zaradi bakteriostatičnega učinka, ki so ga dokazali pri bakterijah rodu Bacillus, 
Streptococcus in Pseudomonas, se odvijajo razprave o delni uporabi produktov, ki jih 
dobijo po fermentaciji M. purpureus, kot nadomestila za nitrate in nitrite, ki so v uporabi 
v mesni in perutninski industriji kot konzervansi (Chen in sod., 2015).  
  
Slika 3: Kemijska struktura citrinina 
Figure 3: Chemical structure of citrinin 
Za sintezo citrinina so odgovorni trije geni, gen za poliketidno sintazo (pksCT), aktivator 
biosinteze citrinina (ctnA) in gen za oksigenazo (orf3). Njihovo razpršenost so preučevali 
Chen in sod. (2008) pri 18 različnih sevih rodu Monascus. Vsi trije geni so bili zaznani 
pri M. purpureus in M. kaoliang. Pri sevu M. sanguineus so zaznali prisotnost pksCT in 
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odsotnost ctnA. Odsotnost omenjenih genov oz. statistično značilne razlike v njihovi 
razporeditvi so zaznali pri M. pilosus, M. ruber, M. barkeri, M. floridanus, M. lunisporas 
in M. pallens. Delecija pksCT pri M. aurantiacus je vodila do zmanjšanja biosinteze 
citrinina in povišanja rumenih in rdečih barvil (Fu in sod., 2007), medtem ko je delecija 
ctnA močno znižala prepisovanje pksCT, kar je vodilo do znižane biosinteze citrinina 
(Shimizu in sod., 2007).  
 
Biosinteza citrinina poteka po poliketidni poti neodvisno od proizvodnje barvil (Patakova 
in sod., 2015). Pri sevih iz rodu Monascus citrinin izhaja iz tetraketida in ne iz 
pentaketida, kot pri Aspergillus terreus in Penicillium citrinum (Hajjaj in sod., 1999a) 
(slika 4). Tsukahara in sod. (2009) navajajo, da povezava med proizvodnjo barvil in citrinina 
še ni povsem jasna. 
 
Blanc in sod. (1995) so izpostavili, da morajo biti izdelki, ki vsebujejo rdeči pigment gliv 
rodu Monascus, preverjeni za vsebnost citrinina. Podali so predloge s katerimi bi 
zagotovili eliminacijo ali detoksifikacijo citrinina v produktih, ki uporabljajo pigment za 
obarvanje v komercialne namene. Med predlogi pri produkciji barvil so bili uporaba 
sevov, ki ne proizvajajo citrinina in optimiziranje pogojev gojenja v tekočem gojišču, s 
katerimi lahko vplivamo na proizvodnjo citrinina. 
 
Slika 4: Biosintezna pot nastanka rdečega pigmenta in citrinina pri Monascus ruber. Črtkana puščica 
prikazuje proizvodnjo citrinina pri glivah rodu Aspergillus in Penicillium (povzeto po Hajjaj in sod., 1999a: 
313) 
Figure 4: The biosynthetic pathway of red pigments and citrinin in M.ruber. Hatched line pathway shows 
the synthesis of citrinin in fungus Aspergillus and Penicillium (Hajjaj et al., 1999a: 313) 
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2.3.3 Ostali biološko aktivni metaboliti  
2.3.3.1 Pigmenti in njihova uporaba 
Glive rodu Monascus biosintetizirajo vrsto različnih lipofilnih pigmentov, ki se pri 
gojenju v tekočem gojišču nahajajo v miceliju oz. notranjosti celic. Pri gojenju na trdni 
podlagi npr. rižu, se pigmenti sproščajo v riževa zrna, saj reagirajo z aminsko skupino 
spojin, ki so prisotne v gojišču (proteini in aminokisline (AK)) in tako postanejo 
vodotopni (Hajjaj in sod., 1999b; Mostafa in Abbady, 2014).  
 
Glive rodu Monascus proizvajajo vrsto različnih pigmentov, ki jih razdelimo v tri večje 
barvne skupine (slika 5) (Arunachalam in Narmadhapriya, 2011; Hajjaj in sod., 2012): 
1) Rdeča barvila, ki so najbolj pogosta (rubropunktamin in monaskorubramin). 
Njihova vsebnost se določa spektrofotometrično pri 500 nm. 
2) Oranžna barvila (rubropunktatin in monaskorubrin) se določa 
spektrofotometrično pri 470 nm. 
3) Rumenkasta barvila (monaskin C, monaskidin A in ankaflavin) se določa 
spektrofotometrično pri 400 nm.  
   
A B C 
Slika 5: Kemijske strukture treh barvnih skupin pigmentov Monascus purpureus: (A) rumena, (B) oranžna 
in (C) rdeča 
Figure 5: Chemical structure of three pigment groups of Monascus purpureus: (A) yellow, (B) orange and 
(C) red 
 
Regulatorni mehanizmi za biosintezo pigmentov pri sevih rodu Monascus so bolj 
kompleksni v primerjavi z biosintezo citrinina. Med gene za biosintezo pigmentov 
spadajo mppR1, ki je odgovoren za regulacijo prepisovanja, gen za poliketidno sintazo 
(MpPKS5) (Balakrishnan in sod., 2013) ter gena MpigE in pigR, ki skrbita za regulacijo 
sinteze pigmentov (Liu in sod., 2014). Delecija pigR povzroči, da Monascus spp. ne 
biosintetizira več pigmentov, vendar pride do povečane sinteze citrinina. Le-to nakazuje 
tesno povezavo v metabolni poti pri sintezi pigmentov in citrinina (Xie in sod., 2013; 
Liang in sod., 2018). 
 
Poleg odgovornih genov ima na biosintezo barvil vpliv tudi temperatura, izpostavljenost 
svetlobi UV (Mostofa in Abbady, 2014; Gomah in Abdel-Raheam, 2017) in vrednost pH 
medija oz. substrata na katerem je gojen izbrani sev Monascus spp. Pri nižji vrednosti pH 
medija oz. substrata prevladuje biosinteza rumenih barvil, pri višji pa biosinteza rdečih 
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barvil. Pri gojitvenem mediju oz. substratu z vrednostjo pH 4 pride do povečane 
biosinteze rumenega barvila ankaflavina. S povišanjem vrednosti pH medija, pride do 
boljše biosinteze celokupnih barvil, vendar samo do vrednosti pH 5,5. Pri višjih 
vrednostih namreč pride do znižanja v biosintezi celokupnih barvil, čeprav je bila 
biosinteza rdečih barvil višja, kot pri rumenih. Biosinteza rumenih barvil se popolnoma 
ustavi pri vrednosti pH 7. Večina pigmentov, ki so biosintetizirani s strani Monascus spp., 
je obstojna pri vrednosti pH od 2 do 10, vendar občutljiva na izpostavitev svetlobi 
(Wongjewboot in Kongruang, 2011). Z oksidacijo oranžnih barvil nastanejo rdeča 
barvila. To se zgodi, ko oranžna barvila reagirajo z amino skupino v mediju (proteini, AK 
in nukleinskimi kislinami) (Mostofa in Saad, 2014). Rdeča barvila so v živilski industriji 
prepoznana kot najpomembnejša, saj se jih lahko uporabi za zamenjavo nitritov v mesni 
industriji (Carvalho in sod., 2005). Upraba pigmentov, ki jih biosintetizira gliva M. 
purpureus, se z leti povečuje, s 600 ton leta 1992 na 1500 ton leta 2007 (Mostofa in Saad, 
2014; Tolborg in sod., 2017). V ta namen je veliko raziskav osredotočenih na optimizacijo 
biosinteze rdečih barvil. Interes industrije je v biosintezi rdeče barve, saj je le-ta najbolj 
uporabna pri obarvanju hrane. Še več, naravna rdeča barvila, ki so primerna za obarvanje 
hrane, je težko pridobiti (Lee in sod., 2002).  
2.3.3.2 Inhibicija rasti mikroorganizmov 
Monascus spp. pod anaerobnimi pogoji biosintetizira spojino monaskidin A, ki je del 
rumenega pigmenta, in inhibira bakterije rodov Bacillus, Streptococcus in Pseudomonas, 
ki spadajo med tri najpogostejše kvarljivce hrane (Ferdes in sod., 2009). Več raziskav 
glede bakteriostatičnega učinka sta opravili raziskovalni skupini Fink-Gremmels s sod. 
(1991) in Leistner ter Dresel (1991). Študije so pokazale, da omenjena učinkovina bolje 
zavira rast Gram pozitivnih kot Gram negativnih bakterij (Erdoğrul in Sebile, 2004; 
Carvalho in sod., 2007). Poleg bakteriostatičnega učinka ima monaskidin A tudi 
fungistatičen učinek na nekatere seve iz rodov Aspergillus, Mucor, Penicillium in 
Fusarium (Ferdes in sod., 2009; Ungureanu in Ferdes, 2010). 
2.3.3.3 Uporaba kot ojačevalec okusov 
Znanstvene dokaze o fermentiranih produktih gliv rodu Monascus, kot ojačevalcih okusa, 
je težko pridobiti. V opravljeni študiji so primerjali okus testenin, ki so vsebovale 
Monascus, s tistimi, ki ga niso vsebovale. Testiranci so označili testenine z Monascus za 
bolj slane, čeprav je bila vsebnost soli pri obeh testeninah enaka. Predvidevajo, da je to 
posledica učinka oligopeptidov, ki jih proizvedejo encimi glive Monascus pri delni 
hidrolizi riževih proteinov (Erdoğrul in Sebile, 2004). 
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2.3.3.4 Antidiabetična aktivnost 
Antidiabetične aktivnosti z uživanjem fermentiranih izdelkov s strani M. purpureus, niso 
dokazali samo na živalskih študijah (Shi in Pan, 2010; Rajasekaran in Kalaivani, 2015), 
ampak tudi na ljudeh. Klinična raziskava, ki so jo opravili na Kitajskem na bolnikih z 
diabetesom tipa II, ki so prejemali prehransko dopolnilo M. purpureus v obliki kapsul, je 
pokazala znižanje sladkorja v krvi brez nezaželenih učinkov na jetra in ledvice (Fang in 
Li, 2000).  
2.4 GOJENJE GLIV RODU Monascus spp. IN PARAMETRI, KI VPLIVAJO NA 
RAST IN BIOSINTEZO SEKUNDARNIH METABOLITOV 
Količina sekundarnih metabolitov, ki jih Monascus proizvede tekom stacionarne faze, in 
njihova kakovost, je odvisna od tipa gojišča, izbire seva, dostopnosti kisika, vodne 
aktivnosti (aw) in temperature gojenja (Patakova in sod., 2015). Panda in sod. (2009) 
dodajajo še dolžino gojenja, volumen inokuluma (št. spor) in pH medija oz. substrata. 
Poleg tega pa Yii-Lih in sod. (2008) pomembno vlogo pri gojenju na trdni podlagi 
pripisujejo še začetni vsebnosti vode v substratu pred začetkom fermentacije. 
Fermentacija mora potekati v temi, saj izpostavljenost svetlobi privede do manjše 
vsebnosti sekundarnih metabolitov (Patakova in sod., 2015). Zhang in sod. (2017) 
navajajo, da ima največji vpliv na biosintezo sekundarnih metabolitov »delež polnitve« 
(ang. »charge amount«), slednji predstavlja razmerje med volumnom trdnega medija in 
praznim prostorom v gojitveni posodi. Pogoji, ki vplivajo na rast glive ali biosintezo 
sekundarnih metabolitov ali njihovo stabilnost, so prikazani na sliki 6. 
 
V podpoglavjih so predstavljeni vsi pogoji, ki pri sevih rodu Monascus spp., v večini 
gojenih na trdni podlagi, vplivajo na rast, biosintezo sekundarnih metabolitov ali njihovo 
stabilnost in jih moramo upoštevati pri gojenju 
 
Marič A. Vpliv sogojenja glive M. purpureus z izbranimi saprofitskimi glivami na biosintezo citrinina in monakolina K. 




Slika 6: Zunanji dejavniki in pogoji, ki vplivajo na rast glive ali biosintezo sekundarnih metabolitov ali 
njihovo stabilnost oz. končno vsebnost, pri gojenju gliv rodu Monascus spp. na trdni podlagi 
Figure 6: External factors that influence growth or biosynthesis of secondary metabolytes or their stability 
or end volume, when cultivating Monascus spp on solid state fermentation  
2.4.1 Diverziteta med sevi znotraj istega rodu 
Diverziteto med sevi rodu Monascus spp. in s tem povezano biosintezo sekundarnih 
metabolitov, so proučevale in izpostavile različne raziskovalne skupine. Pisareva in sod. 
(2005) so analizirali dvanajst sevov M. purpureus, tri seve M. ruber in en sev M. pilosus, 
ter opisali razlike v biosintezi pigmentov in citrinina med izbranimi sevi Monascus spp. 
Do podobnega zaključka so prišli Pattanagul in sod. (2008), ki so proučevali štiri različne 
seve M. purpureus in en sev M. ruber. Predstavili so razlike v vsebnosti monakolina K, 
citrinina in glukozamina. Morgavi in sod. (2013) so testirali sedem različnih sevov 
Monascus spp. in analizirali vsebnost monakolina K, pravastatina, mevastatina ter 
citrinina. Ugotovili so, da znotraj istega rodu pod enakimi pogoji gojenja prihaja do razlik 
v vsebnosti sekundarnih metabolitov. Vplivi prisotnosti ali odsotnosti genov, ki so 
povezani z biosintezo citrinina, so podrobneje opisani v poglavju 2.3.2. Na kratko so 
odsotnost odgovornih genov zaznali pri M. pilosus, M. ruber, M. barkeri, M. floridanus, 
M. lunisporas in M. pallens (Chen in sod., 2008). Razumevanje o prisotnosti odgovornih 
genov lahko vzamemo v zakup pri načrtovanju poskusa, saj izbor pravega seva rodu 
Monascus spp. močno vpliva na biosintezo sekundarnih metabolitov (Liang in sod., 
2018).  
 
V raziskovalni nalogi smo se osredotočili tudi na izbiro pravega seva M. purpureus, ki ne 
biosintetizira citrinina. V ta namen smo med seboj primerjali 6 različnih sevov M. 
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purpureus (MOPU GS1, BCRC 31615, EBY1, EBY2, EBY3 in EBY4) na vsebnost 
sekundarnih metabolitov (citrinina, monakolina K), ergosterola in pigmentov.  
 
Raznolikost v biosintezi sekundarnih metabolitov znotraj istega rodu M. ruber so 
preučevali Moharram in sod. (2011). Pri izbranih sevih M. ruber AUMC 4066 in AUMC 
5705 so zaznali skupno 88 različnih spojin, ki jih proizvede sev M. ruber. Od tega je bilo 
32 derivatov specifičnih za sev AUMC 4066 in 34 za AUMC 5705, med tem ko je bila 
biosinteza 22 različnih metabolitov, ki sta jih biosintetizirala oba seva, odvisna od 
izbranega substrata.  
2.4.2 Način gojenja  
Industrijska proizvodnja pigmenta, ki se uporablja za obarvanje hrane in ličil, poteka na 
tekočem gojišču, vendar so s tem povezani višji stroški proizvodnje (Velmurugan in sod., 
2011). V primeru gojenja v tekočem gojišču, ostanejo pigmenti v miceliju, saj so lipofilni. 
V primeru gojenja na trdni podlagi npr. na rižu, pigmenti reagirajo z aminsko skupino 
spojin v gojišču (proteini, AK) in se sprostijo v riževa zrna ter postanejo vodotopni (Hajjaj 
in sod., 1999b; Mostafa in Abbady, 2014). V nasprotju z gojenjem v tekočem gojišču ima 
gojenje na trdni podlagi boljši potencial zaradi večjega donosa (Arunachalam in 
Narmadhapriya, 2011), nižjih cen substrata, boljšega procesnega nadzora, manjših 
možnosti kontaminacije in enostavnih zaključnih postopkov (Praveen in Savitha, 2012). 
Številne raziskovalne skupine preizkušajo načine gojenja na trdni podlagi od uporabe 
plastičnih vreč (Lotong in Suwanarit, 1989), steklenih posod (Chairote in sod., 2010), 
erlenmajeric (Zhang in sod., 2017), do gojenja v tradicionalnih koji posodah (Subsaendee 
in sod., 2014). Tradicionalno gojenje na rižu poteka v več stopnjah. Najprej je potrebno 
odstraniti nečistoče na površini riža in ga potopiti v vodo, da se omehča. Nato se riž sterilizira, 
da zmanjšamo možnost okužbe z drugimi mikroorganizmi, temu sledi ohlajanje in nato 
dodatek izbranega seva rodu Monascus. Kultivacija navadno poteka 7 dni v posebnih 
posodah, ki omogočajo mešanje in s tem prezračevanje ter odvajanje odvečne temperature, 
ki se sprovede med fermentacijo. Slednja poteka med 30 in 35 °C (Patakova in sod., 2015).  
 
Izbor načina gojenja lahko pri uporabi istega seva privede do različnega rezultata. Su in 
sod. (2003) so gojili 16 različnih vrst gliv Monascus spp. tako na trdnem kot v tekočem 
gojišču. Po končanem 10-dnevnem gojenju pri 30 °C, so primerjali končne koncentracije 
monakolina K med izbranimi sevi in načinom gojenja. Ugotovili so, da je pri 13 sevih, ki 
so bili gojeni na trdnem gojišču, prišlo do višjih koncentracij v biosintezi monakolina K, 
kot pri gojenju v tekočem gojišču. Dikshit in Tallapragada (2015), ki sta proučevala sev 
Monascus sanguineus, sta prišla do zaključka, da pri fermentaciji na trdnem substratu 
(pšenični otrobi) ni prišlo do produkcije citrinina, med tem ko je pri fermentaciji v 
tekočem substratu prišlo do biosinteze citrinina. Prav tako je način gojenja pomemben za 
biosintezo monaklina K. Subsaendee in sod. (2014), ki so primerjali gojenje Monscus sp. 
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KB9 v steklenicah in koji posodah, so večje količine monakolina K zaznali ravno pri 
gojenju v koji posodah. 
 
V raziskovalni nalogi smo primerjali tako gojenje oz. sogojenje v tekočem, kot tudi na 
trdnem gojišču. Zaradi boljših rezultatov smo se za nadaljnje raziskave odločili za 
uporabo gojenja na trdnem gojišču. 
2.4.3 Sestava substratov (osnovne sestavine in dodatki) 
V naravi poteka fermentacija M. purpureus na trdi podlagi skupaj s številnimi kulturami 
gliv (Panda in sod., 2010). Gojenje na trdnem substratu namreč posnema naravni habitat 
filamentoznih gliv. Za gojenje na trdnem substratu se največkrat uporablja riž, vendar so 
glivo M. purpureus gojili tudi na drugih substratih, ki vsebujejo škrob (Pohleven in sod., 
2015a), kot so pšenica, koruza, soja, kasava, krompir (Carvalho in sod., 2007; Manan in 
sod., 2017), koruzna, arašidova (Velmurugan in sod., 2011; Manan in sod., 2017), ajdova 
in tapiokina moka (Dikshit in Tallapragada, 2012), ječmen, ajda (Ivaništova in sod., 
2017), proso (Zhang in sod., 2017), ananasovi in kokosovi odpadki (Manan in sod., 2017). 
 
Kljub raziskavam na drugih substratih, je riž še zmeraj najpogostejša izbira za gojenje na 
trdnem substratu (Patakova in sod., 2015). Vendar se tudi izbor primernega riža razlikuje 
med sortami. Saithong in sod. (2019) so prišli do zaključka, da uporaba belega riža, v 
primerjavi z rjavim, privede do višje biosinteze monakolina K pri vseh osmih testiranih 
sevih M. purpureus. Moharram in sod. (2012) so proučevali vpliv desetih različnih 
substratov (ječmen, bob, koruza, sirek, riž, proso, pšenica, melasa, sladni agar, sla(D) na 
biosintezo pigmentov pri sevu M. ruber AUMC 4066 in 5705. Po 10-dnevni inkubaciji 
pri 26 °C so primerjali barvo micelija, ki se je razlikovala tako med sevoma M. ruber, kot 
tudi med substrati (od bele, oranžne, roza do močne rdeče barve). Zato izpostavljajo, da 
ima tip trdnega medija pomembno vlogo pri biosintezi pigmentov, ter da so metabolni 
produkti odvisni od izbranega seva in trdnega medija. 
 
V našem primeru smo testirali tudi vpliv substrata na biosintezo citrinina, monakolina K, 
pigmentov in ergosterola. V ta namen smo preverjali vsebnosti omenjenih metabolitov 
tako pri gojenju na rižu, kot tudi na prosu. Pri slednjem smo pripravili tudi mešanico 
oluščenega in neoluščenega prosa (v razmerju 2:1). Zanimal nas je vpliv izbranih 
substratov na biosintezo in rast M. purpureus, saj se med seboj razlikujeta v sestavi škroba 
(razmerje med amilozo in amilopektinom), maščob, proteinov, vlaknin, vitaminov in 
mineralov. 
 
Za rast micelija sta pomembna elementa ogljik in dušik. Arunachalam in Narmadhapriya 
(2011) navajata, da je v primeru proizvodnje pigmenta, glukoza, kot vir ogljika, 
primernejša od škroba, maltoze, saharoze ali galaktoze, saj privede do večjega izplena 
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pigmenta. Dikshit in sod. (2012) so za vir ogljika uporabili glukozo in ksilitol ter 
proučevali njun vpliv na produkcijo rdečega pigmenta. Pozitivni vpliv glukoze na 
biosintezo rdečega pigmenta so zaznali pri M. sanguineus, a ne pri M. purpureus. 
Monascus spp. namreč proizvaja encime proteaze in amilaze. Več amilaz kot sev 
proizvaja, več škrobnega substrata lahko hidrolizira v glukozo in tako proizvede večje 
količine barvila, saj je glukoza vir energije za proizvodnjo sekundarnih metabolitov. V 
primeru gojenja na belem, v primerjavi z rdečim rižem, vodi višja vsebnost amilaze pri 
belem rižu k višji biosintezi pigmentov (Dikshit in sod., 2012). Embaby in sod. (2018) so 
prav tako preučevali vpliv glukoze in glicerola na biosintezo barvil. Uporaba obeh je 
privedla do večjega izplena barvil, vendar je bila uporaba glicerola malenkost boljša. Za 
vir ogljika so raziskovalne skupine uporabile še etanol, rižev škrob, soprodukte pri 
biodizlu in koruzni liker (Bühler in sod., 2013; Manan in sod., 2017). Wang in sod. (2003) 
navajajo, da je dodatek 0,5 % etanola, kot vira ogljika, pripomogel k višji vsebnosti 
monakolina K pri sevu M. purpureus NTU 601. Do večje količine rdečega pigmenta, po 
navedbah Babitha in sod. (2007), pridemo z dodajanjem višje koncentracije NaCl h 
gojitvenem substratu, v njihovem primeru je bil to prašek iz semen jakobovca 
(Artocarpus heterophyllus, ang. jackfruit), kar sicer zmanjša količino biomase po koncu 
fermentacije pri M. purpureus LPB 97. Patakova in sod. (2015) navajajo, da se lahko kot 
dodatek h gojitvenem substratu uporabijo kuhani plodovi metuljnic, saj pripomorejo k 
sproščanju hidrolitičnih encimov (amilaze, proteaze in lipaze). Slednje hidrolizirajo 
škrob, proteine in maščobo v glukozo, peptide, AK in maščobne kisline.  
 
Vpliv AK na biosintezo pigmentov in mikotoksina citrinina pri sevu M. ruber ATCC 
96218, so raziskovali Hajjaj in sod. (2012). Ugotovili so, da je v primeru arginina, glicina, 
histidina, serina in tirozina prišlo do povečanja biosinteze pigmentov in zmanjšanja v 
biosintezi mikotoksina citrinina. Dočim so glutamat, alanin in prolin privedli do 
povečanja biosinteze mikotoksina citrinina. Za najboljši vir dušika se je izkazal histidin, 
saj je M. ruber ATCC 96218 biosintetiziral največ pigmenta in skoraj nič mikotoksina 
(mg/L). 
 
Arunachalam in Narmadhapriya (2011) navajata, da dušik v obliki amonijaka in peptona 
pripomore k hitrejši rasti micelija in višji koncentraciji pigmenta. Dikshit in sod. (2012) 
so preizkusili različne vire dušika, kot so pepton, kvasni ekstrakt, mononatrijev glutamat 
(MSG), ter proučevali vpliv na produkcijo rdečega pigmenta. Dodatek 1 % peptona je 
pozitivno vplival na M. sanguineus, medtem ko je pri M. purpureus enak učinek dosegel 
5 % kvasni ekstrat in MSG. Za vir dušika so raziskovalne skupine uporabile tudi amonijev 
klorid (NH4Cl), bakto-pepton, kvasni ekstrakt, kazeinske kisline, natrijev nitrat (NaNO3) 
in amonijev nitrat (NH4NO3) (Arunachalam in Narmadhapriya, 2011 in Dikshit in sod., 
2012). 
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2.4.3.1 Opis različnih vrst (sort) prosa in riža ter njuna primerjava 
Venkateswaran in Vijayalakshim (2010) sta primerjala vpliv kaljenega in nekaljenega 
prosa (indijske prosenke) na biosintezo sekundarnih metabolitov pri M. purpureus in 
ugotovila, da je pri uporabi kaljenega prosa prišlo do večjega izplena skupnih statinov. 
Pri tem je potrebno izpostaviti, da obstaja več vrst prosa, ki jih delimo v štiri najpogosteje 
vrste: biserno proso (Pennisetum glaucum), laški muhvič (Setaria italica, navadno proso 
(Panicum miliaceum) in indijska prosenka (Eleusine coracana). Manj poznane vrste so: 
kostreba (Echinochloa spp.), kodo proso (Paspalum scrobiculatum), drobno proso 
(Panicum sumatrense), gvinejsko proso (Brachiaria deflexa, urohloja (Urochloa spp.), 
etiopsko žito (Eragrostis tef), fonio (Digitaria exilis), sirek (Sorghum spp.) in jobova 
solza (Coix lacryma-jobi) (Sarita 2016). Amadou in sod. (2013) so primerjali sestavo 
najpogostejših skupin prosa in zaznali razlike v sestavi AK, skupnih proteinov, maščob, 
vlaknin in ogljikovih hidratov. Sarita in sod. (2016) dodajajo še razlike v vsebnosti 
mineralov, železa in kalcija. Katare in sod. (2018) so izpostavili razlike v vsebnosti 
proteinov, maščob, mineralov, vlaknin, ogljikovih hidratov, kalcija, fosforja, železa, 
tiamina, riboflavina in niacina pri sirku, bisernem prosu, indijski prosenki, navadnem 
prosu, drobnem prosu in kodo prosu. Razlike v vsebnosti prej omenjenih nutrientov so 
prisotne tudi znotraj iste sorte. Kamatar in sod. (2015) so proučevali 75 različnih 
posevkov laškega muhviča, ki so jih pridobili z različnih lokacij in ugotovili statistično 
značilne razlike v vsebnosti vode, proteinov, maščob, vlaknin, ogljikovih hidratov ter 
skupnih mineralov.  
 
Pri izboru riža moramo upoštevati tudi razlike v sestavi nutrientov. Kamara in sod. (2010) 
so primerjali sestavo prostih AK znotraj 13 različnih kultivarjev rjavega riža (Oryza 
sativa L.) in ugotovili, da prihaja med kultivarji do razlik v aminokislinski sestavi. Prav 
tako so vsebnosti škroba, amiloze, amilopektina in proteinov odvisne od genotipa (Pal in 
sod., 2015). Mir in sod. (2017) dodajajo, da je vsebnost škroba v rjavem rižu odvisna tudi 
od klimatskih pogojev in sestave tal tekom gojenja. Navajajo tudi razlike v vsebnosti 
mineralov kot so kalcij, železo, natrij, magnezij, cink, kalij in baker med različnimi 
sortami rjavega riža.  
 
Glede na razlike v sestavi tako pri rižu, kot pri prosu, je potrebno za optimizacijo gojenja 
M. purpureus, z namenom boljše biosinteze sekundarnih metabolitov, skrbno izbrati tudi 
substrat. Pri tem je potrebno upoštevati, da optimalni pogoji za biosintezo pigmentov niso 
nujno optimalni pogoji za rast (Ogbonna, 2016). 
2.4.4 Vsebnost vode pri gojenju na trdnem substratu 
Xu in sod. (2004) so predlagali, da je najboljša začetna vsebnost vode v substratu za 
biosintezo monakolina K glive Monascus sp. 9901 64,35 %. Na drugi strani sta Chen in 
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Hu (2005) pri sevu M. pilosus M12-69 predlagala optimalno vsebnost vode med 55 % in 
75 %. Pri teh vrednostih naj bi dosegla najboljše razmerje med biosintezo monakolina K 
in citrinina. V nasprotju z njimi so Subsaendee in sod. (2014) za primer Monascus sp. 
KB9 predlagali nižjo začetno vsebnost vode (38 %), ki se po dveh dnevih gojenja dvigne 
na 50 % in se tudi vzdržuje tekom celotnega gojenja. Ugotovili so, da je visoka začetna 
vsebnost vode (41- 43 %) privedla do nižje biosinteze pigmentov in monakolina K ter 
nastanka skupkov. S tem pa je povezan slabši prenos O2. Posledično je zaradi tega prišlo 
do zadrževanja CO2 in sinteze etanola. Patakova in sod. (2015) navajajo, da se pri visoki 
vodni aktivnosti namesto pigmentov prične proizvajati etanol, saj pride do večje 
aktivnosti glukoamilaze s strani glive M. purpureus, kar privede do večjega sproščanja 
glukoze iz škroba. Višja vodna aktivnost spodbudi delovanje encima glukoamilaze, ki 
sprošča glukozo iz substrata. V takem primeru ostaja glukoza v presežku, posledično pa 
se prične biosintetizirati etanol in ne pigmenti. Vsebnost vode v substratu naj bi se, zaradi 
vpliva na aktivnost glukoamilaze, zato ohranjala med 40 % in 50 %. Nekatere 
raziskovalne skupine predlagajo nižjo začetno vsebnost vode v substratu (med 25 % in 
30 %), saj bi s tem ohranjali nižjo aktivnost glukoamilaze in tako povečali končno 
količino pigmenta, ob tem pa bi se zmanjšala biosinteza etanola (Yii-Lih in sod., 2008).  
 
Vpliv začetne vsebnosti vode na biosintezo nefro- in hepatotoksina citrinina, monakolina 
K, pigmentov in ergosterola, smo primerjali tudi v naši raziskovalni nalogi. Med seboj 
smo tako primerjali vpliv začetne vsebnosti vode v substratu (40 % in 45 %). 
2.4.5 Čas gojenja 
Klasičen kitajski način fermentacije z M. purpureus na rižu traja 20 dni (Blanc in sod. 
1997). Literatura navaja, da so višje vsebnosti sekundarnih metabolitov, povezane z 
daljšim časom gojenja. Posledično se raziskovalne skupine odločajo za testiranje vpliva 
dolžine gojenja gliv Monascus spp. in količine trdnega substrata na na biosintezo 
sekundarnih metabolitov (monakolin K ali pigmenti), so navedene v preglednici 1. 
 
Ozirajoč se na literaturo, smo se v našem primeru odločili, da bomo 6 različnih sevov M. 
purpureus in sogojenje M. purpureus MOPU GS, gojili oz. sogojili 21 dni. Zaradi 
spremljanja vpliva različnih dejavnikov na biosintezo citrinina, monakolina K, pigmentov 
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Preglednica 1: Pregled časa gojenja Monascus spp. na trdnem substratu glede na literaturo. CVU pomeni 
barvno enoto (ang. colour value units) 
Table 1: Literature review on cultivation time of Monascus spp. CVU stands for colour value units 
Čas gojenja 
(št. dni) 
Masa (g) in 
izbor 
substrata 
Najvišja vrednost monakolina 




14 500 g, 
dolgozrnati riž 
0,24 mg/g monakolina K M. purpureus 
CCR 31615 
Su in sod., 
2003 
14 ali 35 100 g, riž 11,18 mg/g monakolina K M. purpureus 
9901 
Xu in sod., 
2004 




14 ali 21 50 g ali 1000 g, 
riž 




28 1000 g *raziskovali druge spojine M. pilosus 
BCRC 38093 
Wu in sod., 
2011 
16 20 g, riž 21,9 CVU/mL 
16,9 CVU/mL 
M. sanguineus 









15 75 g, riž 16,45 mg/g  
monakolina K 
M.pilosus MS-1 Feng in sod., 
2016 
14 20 g, dve 
različni sorti 
riža 
13,49 mg/g (najvišja vsebnost 
monakolina K na sorti riža 
Phayao) 
388,25 CVU/g (najvišja 
vsebnost rdečih pigmentov na 





20 ali 30 50 ali 60 g, riž 11,66 mg/g in 
7,12 mg/g, monakolina K 
M. ruber Zhang in sod., 
2017 





Do inhibicije pri biosintezi pigmentov privede nabiranje CO2, ki se poleg etanola in 
acetata sintetizira tekom fermentacije. V okoljih, kjer je kisik limitni dejavnik, namreč 
prihaja do manjše produkcije pigmenta, a se hkrati poveča količina CO2 in etanola. 
Čeprav lahko glive rodu Monascus rastejo v okolju, kjer je kisik limitni dejavnik, pod 
anaerobnimi pogoji ne morejo uporabiti glukoze kot vira energije. Pod takšnimi pogoji 
namreč sintetizirajo več etanola in CO2, posledično se zaradi tega biosintetizira manj 
pigmentov. Ravno z boljšim prezračevanjem omogočimo večjo proizvodnjo pigmentov 
in posledično zmanjšamo biosintezo etanola (Carvalho in sod., 2005). 
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2.4.7 Temperatura gojenja in sušenja preraščenega substrata 
Optimalna temperatura za rast se razlikuje od seva Monascus spp. in variira od 25 °C do 
30 °C (Mostofa in Saad, 2014), vendar so za določene seve optimalne temperature tudi 
35 °C in 37 °C (Manan in sod. 2017). Carvalho in sod. (2005) navajajo, da so minimalne 
temperature za gojenje sevov rodu Monascus med 15 °C in 18 °C, maksimalne pa 45 °C. 
Višje temperature (od 35 °C) naj bi privedle do inhibicije biosinteze monakolinov in večje 
proizvodnje rumenega pigmenta (Babitha in sod. 2007; Mostofa in Saad, 2014), zato 
Carvalho in sod. (2005) predlagajo, da je optimalna temperatura za Monascus spp. med 
28 °C in 32 °C.  
 
Podobno kot v našem primeru, so tudi Saithong in sod. (2019) gojili 8 različnih sevov M. 
purpureus, z namenom izbora najboljšega seva v povezavi z biosintezo monakolina K. 
Ugotovili so, da je optimalna temperatura za M. purpureus IFRPD 4046 pri 30 °C in 
hkrati dodajajo, da so najvišjo vsebnost monakolina K dosegli pri začetni vsebnosti vode 
35 % in gojenju 18 dni. Ob predlaganih pogojih, kljub prisotnosti genov za sintezo 
citrinina, Saithong in sod. (2019) pri M. purpureus IFRPD 4046 niso zaznali prisotnosti 
citrinina. 
 
Vpliv spremembe temperature na biosintezo monakolina K tekom gojenja glive 
Monascus sp. 9901 so proučevali Xu in sod. (2004). Najboljši donos so dosegli pri 
dvodnevnem gojenju pri 30 °C, nato pa so znižali temperaturo na 26 °C in inkubirali 5 
tednov. Pozitiven učinek spremembe temperature tekom gojenja na višje vsebnosti 
monakolina K navajajo tudi Pengnoi in sod. (2017), ki so najprej 5 dni inkubirali pri 30 
°C, nato pa 25 dni pri 25 °C. 
 
Ker so monakolin K (Ou in sod., 2009; Jirasatid in sod., 2013) in pigmenti (Mostofa in 
Abbady, 2014; Gomah in Abdel-Raheam, 2017) termično občutljivi, se mora optimizirati 
tudi temperatura sušenja preraščenega substrata, z namenom ohranitve čim večjih 
koncentracij. Tradicionalno sušenje poteka na soncu ali 22 ur pri 45 °C (Yii-lih in sod., 
2008), vendar številne raziskovalne skupine navajajo različne pogoje sušenja svežega 
preraščenega substrata, kar je prikazano v preglednici 2. 
 
Na stabilnost monakolinov ima vpliv tudi temperatura shranjevanja pripravkov 
fermentiranega rdečega riža. Višja kot je temperatura in daljši kot je čas shranjevanja, 
hitrejša je pretvorba iz laktona v metilni ester monakolina K (Li in sod., 2005; Drvarič 
Talian, 2015). Li in sod. (2005) so najhitrejšo pretvorbo hidroksi oblike monakolina K v 
dehidromonakolin K zaznali pri 80 °C. Na pretvorbo monakolina K v druge derivate ima 
vpliv tudi izpostavljenost sobni temperaturi (25 °(C) (Li in sod., 2005; Drvarič Talian, 
2015). Izpostaviti je potrebno, da ima na pretvorbo monakolina K vpliv tudi shranjevanje 
v hladilniku (Subsaendee in sod., 2014; Drvarič Talian, 2015). Subsaendee in sod. (2014) 
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navajajo, da se je po 1,5 mesecu hrambe fermentiranega riža pri temperaturi 2 - 4 °C 
ohranilo 40 % začetne vsebnosti monakolina K. Žal ne omenjajo oblike monakolina K, 
ki so ga raziskovali. Temperatura ima prav tako vpliv na vsebnost celokupnih pigmentov. 
Subsaendee in sod. (2014) so ugotovili, da je pod istimi pogoji razpad celokupnih 
pigmentov višji, kot pri monakolinu K. Glede na to, da lahko temperatura vpliva na 
stabilnost celokupnih pigmentov in pretvorbo monakolina K v druge derivate, je potrebno 
pozornost nameniti tudi optimizaciji zaključnih procesov, ki vplivajo na stabilnost 
monakolina K.  
 
Preglednica 2: Čas in temperatura sušenja sveže preraščenega substrata Monascus spp. glede na literaturo. 
CVU pomeni barvno enoto (ang. colour value units) 
Table 2: Literature review on time and temperature of drying fresh overgrown substrate of Monascus 




sušenja (°C)  
Najvišja vrednost 









Lotong in Suwanarit, 
1990 
6 65 34,13 AU/ g M. purpureus 
CMU001 
Chairote in sod., 
2010 
48 50 21,9 CVU /mL 



















50 11,66 mg/g in 
7,12 mg/g monakolina K 
M. ruber Zhang in sod., 2017 
Čez noč 60 13,496 mg/g (najvišja 
vsebnost monakolina K na 
sorti riža Phayao) 
388,25 CVU/g (najvišja 
vsebnost rdečih pigmentov 
na sorti riža Doi Muster) 
M. purpureus 
CMU002U 
Pengnoi in sod., 2017 
12 60 7,667 U/g M. purpureus 
YY-1 (mutant) 
Liang in sod., 2018 
Do 8-10 % 
vsebnosti 
vode 
55 1,33 mg/g, monakolina K M. purpureus 
IFRPD 4046 
Saithong in sod., 
2019 
2.4.8 Vrednost pH gojitvenega medija oz. substrata 
Rast sevov rodu Monascus spp. so zaznali pri različni vrednosti pH gojitvenega substrata, 
med pH 2,5 in 8, vendar je najboljši pH substrata za rast med 4 in 7 (Carvalho in sod., 
2003). To je tudi optimalen pH za stabilnost pigmentov, saj so pigmenti bolj stabilni pri 
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kislem pH substrata. Nižje vrednosti pH vodijo do biosinteze rumenih pigmentov, pri 
višjem pH pa se biosintetizira več rdečih pigmentov (Carvalho in sod., 2003). V zakup je 
potrebno vzeti, da so naravni pigmenti na splošno manj stabilni pri različnih vrednostih 
pH in nestabilni pri izpostavljenosti svetlobi (Carvalho in sod., 2005; Wongjewboot in 
Kongruang, 2011). Optimalna vrednost pH za biosintezo pigmentov se razlikuje od 
uporabljenenih sevov rodu Monascus in se razteza od 4,6 do 6,6 (Manan in sod., 2017). 
Dober izplen monakolina K se dobi tudi pri pH od 2 do 4, medtem ko naj bi pH 6 privedel 
do višjih količin pigmentov, pH 9 pa povečal biosintezo rumenih in oranžnih pigmentov 
(Mostafa in Abbady, 2014).  
 
Biosinteza nefrotoksina citrinina je prav tako povezana s vrednostjo pH. Višje kot so 
vrednosti pH, nižja je njegova biosinteza oz. končna koncentracija. Alkalne vrednosti 
izbranega trdnega substrata po eni strani sprožijo višjo biosintezo in izločanje rdečega 
pigmenta, po drugi strani pa upočasnijo biosintezo citrinina (Orozco in Kilikian, 2008). 
Izpostaviti je potrebno, da optimalni pH za biosintezo pigmentov glive Monascus spp. 
niso nujno optimalni pogoji za njeno rast (Ogbonna, 2016). 
 
Sprememba vrednosti pH tekom gojenja se v prvi vrsti razlikuje glede na vir dušika in 
nato na vir ogljika. Ne glede na začetno vrednost pH naj bi bile končne vrednosti podobne, 
in sicer med 7 in 8 (Carvalho in sod., 2003). 
2.4.9 Vpliv količine vcepka na biosintezo sekundarnih metabolitov 
Su in sod. (2003) so primerjali vpliv različnih volumnov (20, 25 in 30 mL, koncentracija 
spor ni znana utekočinjenega micelija na biosintezo monakolina K. Glivo Monascus 
purpureus CCRC 31615 so nacepili na 500 g riža in inkubirali 10 dni pri 30 °C. Ugotovili 
so, da je bil pri uporabi 25 mL utekočinjenega micelija, kar je ob primerjavi z maso 
substrata znašalo 5 % (volumen/masa, donos monakolina K najboljši (280 mg/kg). Panda 
in sod. (2010a) so uporabili tri različne volumne utekočinjenega micelija (3, 5 in 7 mL, 
pri koncentraciji 5,7 x 103 spor/mL) in analizirali končne vrednosti biosintetiziranega 
monakolina K. Na podlagi rezultatov so predlagali uporabo 5 mL utekočinjenega micelija 
na 20 g substrata, kar znaša 25 % utekočinjenega micelija na maso trdnega substrata. Pri 
uporabi tega razmerja, so Panda. in sod. (2010a) dosegli najvišjo vsebnost monakolina K 
(2,82 mg/g). Hamdiyati in sod. (2016) predlagajo, da je za optimalno biosintezo 
celokupnih pigmentov najboljše uporabiti 15 % utekočinjenega micelija pri koncentraciji 
106 spor/mL, glede na maso trdnega substrata. A hkrati izpostavljajo, da se koncentracija 
med rdečim, rumenim in oranžnim pigmentom razlikuje od velikosti inokuluma, npr. 5 
% utekočinjenega micelija je optimalno za biosintezo rdečega pigmenta, vendar ne za 
oranžnega. Medtem ko Zhang in sod. (2017) na podlagi primerjave treh različnih 
volumnov utekočinjenega micelija (5, 10, 20, 30 in 40 % pri koncentraciji 1 x 108 
spor/mL) predlagajo uporabo 20 % volumna na maso trdnega substrata, saj naj bi privedlo 
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do najboljšega izplena monakolina K (11,6 mg/g). Višje vsebnosti utekočinjenega 
micelija naj bi privedle do zmanjšanja biosinteze monakolina K ob primerjavi z nižjimi 
vrednostimi, saj prihaja do povečanja zadrževanja biomase in porabe nutrientov, kar 
vpliva na kasnejšo biosintezo sekundarnih metabolitov. A hkrati izpostavljajo, da se 
optimalni volumni vcepka lahko razlikujejo od načina gojenja in parametrov. 
2.4.10 Vpliv svetlobe  
Babitha in sod. (2008) so proučevali vpliv svetlobe pri gojenju seva M. purpureus na trdni 
podlagi. Ugotovili so, da je pri fermentaciji, ki je potekala v popolni temi, prišlo do 
povišanja biosinteze pigmentov, medtem ko je fermentacija na svetlobi delovala 
zaviralno na njihovo biosintezo. Dodajajo tudi, da na končno vsebnost pigmentov in 
morfologijo celic vpliva tudi izpostavljenost rdeči in modri svetlobi tekom gojenja. Zhang 
in sod. (2013) so ravno tako proučevali vpliv modre svetlobe na rast, morfologijo, 
sporulacijo in biosintezo pigmentov pri M. ruber. Ugotovili so, da modra svetloba 
negativno vpliva na tvorbo zračnih hif, morfologijo in iniciacijo reproduktivnega cikla v 
začetni fazi rasti. Še več, privede namreč do zakasnjene in povečane formacije konidijev 
in zmanjšanja askov. Predpostavljajo, da lahko Monascus zazna modro svetlobo preko 
fotoreceptorjev in se nanjo odzove s prilagoditvijo morfologije, tvorbo spor in 
zmanjšanjem biosinteze rdečega pigmenta. 
 
Li in sod. (2005) so proučevali vpliv dnevne svetlobe pri temperaturi 25 °C na stabilnost 
oz. obstojnost različnih monakolinov (L, J in K) v praškastih pripravkih fermentiranega 
rdečega riža. Vzorčenje so opravili po 0, 2, 5, 10 in 20 dneh in ugotovili negativen vpliv 
dnevne svetlobe na stabilnost celokupnih monakolinov L, J in K. Drvarič Talian (2015) 
sicer navaja stabilnost standardne raztopine monakolina K ob izpostavitvi svetlobe, 
vendar je razlika v uporabljenem ekstrakcijskem topilu. Li in sod. (2005) so uporabili 
mešanico etanola in vode, medtem, ko je Drvarič Talian (2015) uporabila metanol in 
mešanico acetonitrila z vodo (50:50). Za obe topili Li in sod. (2005) sicer navajajo, da je 
topnost monakolinov v njima dobra, vendar so v njihovem primeru dosegli boljšo 
ekstrakcijo tarčnih komponent, tako laktonske kot hidroksi oblike monakolinov K, J in L, 
pri uporabi mešanice etanola in vode (75:25) in času ekstrakcije 90 min.  
2.4.11 Vpliv ostalih hranil 
Na rast glive in biosintezo sekundarnih metabolitov lahko vplivamo z reguliranjem 
makroelementov (ogljik, dušik, vodik, kisik, žveplo, kalij, magnezij), mikroelementov in 
kofaktorjev. Za primer izpostavimo cink, ki izboljša rast in biosintezo pigmentov pri 
Monascus spp. (Mostafa in Abbady, 2014). Bau in Wong (2006) sta gojila M. purpureus 
Went na tekočem ali trdnem gojišču in primerjala vpliv cinka na njegovo rast, biosintezo 
pigmentov in protibakterijskih učinkovin. Cink je upočasnil rast, biosintezo pigmenta in 
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protibakterijskih učinkovin v tekočem gojišču, medtem ko je pri gojenju na trdnem 
gojišču enaka koncentracija cinka prispevala k bujnejši rasti, večji biosintezi pigmentov 
in protibakterijskih učinkovin. Shaimaa in sod. (2019) prav tako navajajo pozitiven 
učinek cinka na rast. Dodatek železovih(II) ali bakrovih(II) mineralnih soli pa je pozitivno 
vplival na biosintezo pigmentov. Dikshit in sod. (2012) poročajo o pozitivnem vplivu na 
rast micelija M. purpureus in posledično na višjo vsebnost pigmentov pri uporabi 15 % 
kvasnega ekstrakta in MSG. 
2.5 VPLIV SOGOJENJA MED RAZLIČNIMI ORGANIZMI NA PRODUKCIJO 
SEKUNDARNIH METABOLITOV 
2.5.1 Pomen komunikacije med mikroorganizmi  
Komunikacija med organizmi v različnih okoljih poteka s pomočjo sekundarnih 
metabolitov (Netzker in sod., 2015). Glive jih, poleg komunikacije, biosintetizirajo za 
različne namene: kot odziv na druge organizme, težke okoljske razmere, tekmovanje za 
nutriente v okolju in toksičen vpliv na druge organizme kot so bakterije ali glive (Derntl 
in sod. 2017). Pred kratkim so dokazali, da lahko komunikacija med organizmi aktivira 
speče gene, kar vodi do proizvodnje novih sekundarnih metabolitov pri vrstah med 
katerimi poteka komunikacija (Netzker in sod., 2015). Netzker in sod. (2015) so se 
osredotočili na sogojenje izbranih bakterij z glivami in nastanek novih sekundarnih 
metabolitov. Slednje namreč posnema fiziološke pogoje, ki vključuje kompeticijo oz. 
tekmovanje in komunikacijo preko izločenih sekundarnih metabolitov, zato je način 
gojenja pomemben pri odkrivanju novih zdravilnih učinkovin in razumevanju vpliva 
učinkovin na združbo, znotraj katere poteka komunikacija. Tekmovanje oz. antagonizem 
v času sogojenja vpliva na biosintezo sekundarnih metabolitov, ki se lahko odraža v 
povišani ali znižani biosintezi obstoječih ali novih metabolitov (Marmann in sod. 2014). 
Prav tako je sogojenje pomembna metoda pri aktiviranju neizraženih biosinteznih poti, ki 
vodi v nastanek novih sekundarnih metabolitov. Slednje je pomembno zaradi vse večje 
bakterijske odpornosti na antibiotike, kar je posledica pretirane ali nepravilne uporabe 
antibiotikov. Pridobljeno znanje bi se v laboratoriju lahko uporabilo za induciranje spečih 
biosinteznih klastrov genov in posledično pridobitve novih sekundarnih metabolitov. 
Izpostavljajo, da je pri analizi učinkovin pomembna izbrana analitična metoda. Zato 
predlagajo, da je pri tem zaželeno multidisciplinarno sodelovanje in obdelava 
pridobljenih podatkov (Netzker in sod., 2015). 
 
Donos pri gojenju gob je odvisen od rasti in obroda oz. fruktifikacije. Oboje pa je odvisno 
tudi od prisotnih nutrientov, ki se nahajajo v hranilnem substratu in prisotnih 
mikroorganizmih. Slednji lahko močno vplivajo na donos, npr. v primeru gojenja tartufov 
so bakterije ključnega pomena pri vzpostavitvi simbioze med rastlino in glivo. Ravno 
interakcija med bakterijo in glivo ima močan vpliv na donos pri komercialnem gojenju 
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gob (Carrasco in Preston, 2019). Njuna interakcija ima lahko tako pozitiven, kot 
negativen vpliv na donos pridelka, kar je odvisno od seva glive, vrste bakterije in razvojne 
faze rasti, v kateri se gliva nahaja (Frey-Klett in sod., 2011). Gojenje gob poteka na 
kompostu ali substratih, ki niso sterilizirani in so bogati z bakterijami. Posledično se 
ustvarijo različne interakcije med bakterijo in glivo, kot so: nasprotovanje, tekmovanje 
ali sožitje (Deveau in sod. 2018). Zaradi želje po zaščiti pridelka, ki je okolju prijazna, se 
v zadnjem času razvija in pojavlja uporaba bioinokulantov. To so skupki 
mikroorganizmov, ki jih dodajo tekom gojenja in delujejo kot dopolnilo. Privedejo lahko 
do boljše kvalitete gob preko izboljšanja njihove prehranske vrednosti ali spodbujanja 
rasti ali izboljšanja odpornosti na bolezni. Trenutno na trgu še ni komercialnega 
bioinokulanta, ki bi ga lahko gojitelji gob uporabljali (Carrasco in Preston, 2019). 
 
V naši raziskovalni nalogi smo najprej preverjali vpliv interakcije M. purpureus z 
izbranimi saprofitskimi glivami, saj nas je zanimala vrsta interakcije. Nato smo zožali 
izbor saprofitskih gliv in raziskovali vpliv načina sogojenja na biosintezo sekundarnih 
metabolitov, pigmenta in ergosterola. Zanimalo nas je, kako bomo z izbrano interakcijo 
vplivali na biosintezo monakolina K, citrinina, ergosterola in pigmentov. V obzir smo 
vzeli raziskavo Frey-Klett in sod. (2011), ki sicer navajajo, da je donos odvisen od izbora 
seva in stadija razvojne rasti pri kateri se začne sogojenje. Ker je M. purpureus poznana 
kot zdravilna goba, smo se odločili, da preverimo učinek interakcije z zdravilnimi glivami 
F. velutipes, P. ostreatus in T. versicolor. Vse izbrane gobe so namreč tudi užitne in 
prispevajo k raznoliki prehrani vsejedcev, vegetarijancev in veganov. 
2.5.2 Vpliv sogojenja M. purpureus z drugimi organizmi in vpliv na biosintezo 
sekundarnih metabolitov 
Shin in sod. (1998) so na obogatenem agarju sogojili M. purpureus s kvasovko 
Saccharomyces cerevisiae, z nitasto glivo Aspergillus oryzae ali z bakterijo Bacillus 
cereus. Z vidika višje biosinteze rdečega pigmenta je najboljše sogojenje s S. cerevisiae 
ali A. oryzae. Vendar so bile vrednosti rdečega pigmenta višje pri sogojenju s S. 
cerevisiae, kot pri sogojenju z A. oryzae. Oba pa privedeta do sprememb v morfologiji 
M. purpureus, večji celični masi (za 2-krat) in višjem donosu pigmenta (do 40-krat) v 
primerjavi z monokulturo. Pri sogojenju z B. cereus razlik v morfologiji, celični masi ali 
višjem donosu pigmenta niso zaznali. Razlog za spremembe so pripisali delovanju 
hidrolitičnih encimov, kot so amilaze in hitinaze, ki jih sintetizirajo glive in kvasovke. 
Predlagali so, da se ob hidrolizi celične stene, aktivira obrambni sistem M. purpureus, ki 
se odzove s povečano biosintezo hidrofobnih spojin, kamor sodijo tudi pigmenti, in se na 
tak način odzove na delovanje encimov.  
 
Za biosintezo monakolina K navadno uporabljajo monokulture rodu Monascus, vendar v 
naravi poteka fermentacija na trdni podlagi z različnimi vrstami gliv rodu Monascus. 
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Ravno zaradi tega naj bi sogojenje poleg omenjenega privedlo do večje biomase, 
koncentracije sekundarnih metabolitov, izboljšanja produkcije encimov in organskih 
kislin, prav tako pa naj bi bil izkoristek substrata pri sogojenju večji (Panda in sod., 
2010a). Panda in sod. (2010a) so sogojili M. purpureus MTCC 369 z M. ruber MTCC 
1880. Najvišjo vebnost monakolina K (2,81 mg/g) so dosegli pri 14-dnevnem sogojenju, 
temperaturi 30 °C, dodatku 5 mL utekočinjenega micelija, kar je znašalo 25 % glede na 
maso trdnega substrata s vrednostjo pH 6.  
 
V želji po večji biosintezi monakolina K so Panda in sod. (2010b) nadgradili predhodno 
študijo in raziskovali vpliv različnih dodatkov (glukoza, MgSO4 x 7H20, MnSO4 x H2O 
in maltozni sla(D) na sogojenje M. purpureus z M. ruber. Sogojenje je potekalo na rižu, 
14 dni, pri 70 % vsebnosti vode v substratu in 30 °C. Izpostavili so, da lahko z 
uravnavanjem koncentracij različnih dodatkov vplivamo na vsebnost monakolina K. Z 
znižanjem koncentracije glukoze, maltoznega sladu in MnSO4 x H2O ter povišanjem 
MgSO4 x 7H20 pridemo do višjih vsebnosti monakolina. Prav tako so izpostavili, da je 
bila končna koncentracija monakolina K višja pri sogojenju, v primerjavi z gojenjem 
monokulture M. pilosus M12-69, M. purpureus NTU 601, 301, M. purpureus BCRC 
31499, 31504, 31530, 31540, 32966, 32807, 32808 ali 32809. Na podlagi primerjave 
rezultatov z obstoječo literaturo predvidevajo, da lahko sogojenje različnih vrst Monascus 
spp. privede do večje količine monakolina K pri pridelavi fermentiranega rdečega riža. 
 
Wang in sod. (2012) so s sogojenjem Monascus FJ1 in FJ46 z Lactococcus lactis subsp. 
ugotovili, da je sogojenje prispevalo k nižji biosintezi citrinina (iz 15,7 mg/kg na 1,3 
mg/kg) in višji biosintezi pigmentov. Pozitiven učinek sogojenja so pripisali Lactococcus 
lactis subsp., ki proizvaja natrijev laktat, kar sta dodatno potrdili ločeni raziskavi. 
 
Kurniawati in Zubaidah (2014) sta sogojila M. purpureus s S. cerevisiae 14 dni na rižu, 
ki sta mu dodala mungo fižol, kot vir vitamina B1 in cinka. Ugotovila sta, da je nacepitev 
S. cerevisiae na preraščen substrat po 12-ih dneh gojenja privedel do višjih koncentracij 
rdečega pigmenta in monakolina K, v primerjavi z nacepitvijo po 8-ih dneh gojenja.  
 
Suharna (2015) je sogojil M. purpureus Skw2 z bakterijo Bacillus megaterium. Preverjal 
je vpliv istočasne inokulacije obeh sevov v primerjavi z zaporedno inokulacijo B. 
megaterium po treh dneh gojenja M. purpureus. Pri istočasni inokulaciji ni zaznal rasti 
M. purpureus, medtem ko je opazil rast pri zaporedni nacepitvi. Izpostavil je, da v primeru 
sogojenja ni zaznati vsebnosti citrinina, v nasprotju z monokulturo, kjer je koncentracija 
citrinina znašala 13,03 µg/g. Sogojenje je negativno vplivalo na biosintezo monakolina 
K, saj je bila njegova koncentracija pri monokulturi višja (38,50 μg/g), kot pri sogojenju 
(13,05 µg/g). Pri biosintezi rumenega barvila se je bolje izkazalo gojenje v monokulturi 
(monokultura: 22,1 enot absorbance (U); sogojenje: 20,3 U), vendar je bila biosinteza 
rdečega barvila višja pri sogojenju (monokultura: 11,4 U; sogojenje: 11,7 U). Leng in Xu 
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(2015) sta proučevala vpliv sogojenja Monascus HQ-3 z B. subtilis ali S. cerevisiae. 
Ugotovila sta, da je sogojenje s S. cerevisiae privedlo do večje produkcije encimov, 
medtem ko je sogojenje s B. subtilis povzročilo dvig temperature v substratu tekom 
gojenja. Izpostavila sta, da pride ob sogojenju do sinergističnega učinka, ki vodi do boljše 
produkcije encimov ob gojenju na trdnem substratu.  
 
Hasan in sod. (2015) so se osredotočili na različno pripravo produkta kvasovk rdečega 
riža. Poskusili so dva tipa gojenja, tako monokulturo M. purpureus MTCC 369, kot tudi 
sogojenje M. purpureus MTCC 369 z M. ruber MTCC 1880. Po končanem gojenju so 
analizirali končno vsebnost citrinina in monakolina K in hkrati primerjali vpliv dolžine 
gojenja (14 in 18 dni) na končno vsebnost metabolita. Ugotovili so, da se je pri 14-
dnevnem gojenju biosintetiziralo več citrinina pri sogojenju, kot pri monokulturi 
(sogojenje: 9,5 µg/g in monokultura: 8,3 µg/g). Prav tako je bila vsebnost monakolina K 
višja pri monokulturi, kot pri sogojenju (sogojenje 2,8 mg/g in monokultura 3,4 mg/g). V 
primeru daljšega časa gojenja, pride pri sogojenju do večje biosinteze citrinina, kot pri 
monokulturi. V nasprotju s citrininom se je vsebnost monakolina K pri daljšem času 
gojenja malenkost zmanjšala (pri monokulturi: s 3,4 mg/g na 3,3 mg/g in pri sogojenju: z 
2,8 mg/g na 2,0 mg/g), pri daljšem času gojenja pa se je povečala vsebnost pravastatina 
(pri monokulturi: z 1,5 mg/g na 1,7 mg/g in pri sogojenju: z 1,3 mg/g na 1,9 mg/g).  
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Izbrani sevi Monascus purpureus 
Sev NRRL 1596 je bil pridobljen pri The ARS Culture Collection, National Centre for 
Agricultural Utilization Research (Peoria, ZDA), sev M. purpureus BCRC 31615 je bil 
pridobljen pri Food Industry Research and Development Institute (Hsinchu, Tajvan). 
Seve M. purpureus EBY2, EBY3, EBY4 in MOPU GS1 smo pridobili iz banke glivnih 
kultur podjetja Mycomedica d.o.o. iz Slovenije. Sevi so bili shranjeni na PDA mediju pri 
3 °C. Pred uporabo so bili prenešeni na svež PDA medij in inkubirani 14 dni pri 27,5 °C. 
 
Določitev sevov M. purpureus je potekala po protokolu, ki ga navajajo Ravnikar in sod. 
(2015), natančnost metode za taksonomsko določitev je 99,9 %. Genomska DNA je bila 
ekstrahirana z uporabo DNeasy mini plant kit in protokolu proizvajalca. ITS (notranja 
prepisana regija, ang. Internal Transcribed Spacer) regije so bile pomnožene z uporabo 
dveh setov začetnih oligonukleotidov:  
• ITS F 5'-AGAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAG-3',  
• ITS R 5'-TTTTCCTCCGCTCATTGATATGCTT-3',  
• ITS-g F 5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' in  
• ITS-g R 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'.  
 
Amplikoni so bili preverjeni z uporabo agarozne gelske elektroforeze in očiščeni z 
uporabo QIAquick PCR Purification Kit. Očiščeni PCR produkti so bili sekvencionirani 
s strani GATC laboratorija. Pridobljena zaporedja, ki smo jih pridobili z uporabo začetnih 
oligonukleotidov, so bila združena v skupinsko zaporedje in poravnana s poznanim DNA 
zaporedjem z uporabno NCBI Nucleotide Blast software. 
3.1.2 Ostali izbrani sevi gliv, ki smo jih uporabili za sogojenje 
Sevi gliv Agrocybe aegerita, Cordyceps militaris, Flammulina velutipes, Ganoderma 
lucidum, Hypsizygus ulmarius, Inonotus obliquus, Lentinula edodes, Monascus 
purpureus, Monascus ruber, Pleurotus ostreatus in Trametes versicolor so bili 
pridobljeni iz banke podjetja Mycomedica d.o.o. iz Slovenije. Sevi gliv Bjerkandera 
adusta, Chondrostereum purpureum, Gloeophyllum trabeum, Gymnopilus penetrans, 
Pleurotus ostreatus, Poria cocos, Fibroporia vaillantii, in Trametes versicolor so bili 
pridobljeni iz glivne banke Biotehniške fakultete, Oddelka za lesarstvo, Katedre za lesne 
škodljivce, modifikacijo in zaščito lesa. Vsi sevi so bili shranjeni na PDA mediju pri 3 
°C. Pred uporabo so bili prenešeni na svež PDA medij in inkubirani 14 dni pri 27,5 °C. 
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Za namene sogojenja izbranega seva M. purpureus MOPU GS1, smo izbrali F. velutipes 
FLVE in T. versicolor TV in TV selo. Krajši opis lastnosti izbranih gliv, s katerimi smo 
opravili sogojenje je predstavljen v poglavjih 3.1.3 in 3.1.4. 
3.1.3 Lastnosti glive Flammulina velutipes – zimska panjevka  
Gliva Flammulina velutipes je pri nas poznana pod imenom zimska panjevka in spada 
med povzročiteljice bele trohnobe, saj razgrajuje predvsem lignin ter deloma celulozo. 
Slednja ostane v prebitku, zato se le-ta izrazi v značilni beli barvi strohnelega lesa 
(Pohleven, 2008a). Industrijsko zanimivi encimi, ki jih biosintetizira F. velutipes, so 
celulaze, hemicelulaze, peroksidaze in ligninolitični encimi, kot so lakaze, mangan ter 
lignin peroksidaze (Xie in sod., 2017). V prehrani je zelo priljubljena v azijskih državah, 
kot sta Kitajska in Tajvan ter zaseda četrto mesto med gojenimi gobami (Pohleven, 
2000b). F. velutipes vsebuje cink, je bogat vir vitamina B1 in biosintetizira farmokološko 
učinkovino flamulin, ki ima dokazano protitumorno delovanje. Poleg omenjenega 
vsebuje tudi proteine in polisaharide, ki delujejo imunomodulatorno in ščitijo celice 
ledvic pred toksini (Jeurink in sod., 2008; Yin in sod., 2010). Glivne polifenolne spojine 
znižujejo pojavnost srčno-žilnih bolezni (Yeh in sod., 2014). Kot prehransko dopolnilo 
pozitivno vpliva na hipertenzijo pri starejših ljudeh in rastočih otrocih. Biološke 
učinkovine prispevajo k zniževanju krvnega sladkorja, pritiska in holesterola zaradi 
protitrombotičnega učinka. Dokazali so ji tudi protiglivno, protivnetno, protibakterijsko 
in protiparazitsko delovanje (Berlec in Sabotič, 2013). Optimalna temperatura rasti F. 
velutipes je med 22 °C in 26 °C (Tonomura, 1978). Chen in sod. (2012) navajajo pri F. 
velutipes vsebnost monakolina K samo v trosnjaku (90,79 ± 2,04 mg/kg suhe mase). 
3.1.4 Lastnosti glive Trametes versicolor – pisana ploskocevka 
Gliva Trametes versicolor je pri nas poznana pod imenom pisana ploskocevka in spada 
med najbolj razširjene lesne vrste na svetu. V lesni industriji jo poznajo kot 
povzročiteljico bele trohnobe (Pohleven, 2008b), saj biosintetizira kopico različnih 
encimov, kot so: lakaze, ksilanaze, proteaze, lignin in mangan peroksidaze (Iandolo in 
sod., 2011; Sigoillot in sod. 2012), vendar lahko T. versicolor uporabljamo tudi v različne 
zdravilne namene. Spada namreč med najbolj proučevane in klinično pomembne glive, 
ki jo uporabljajo pri zdravljenju raka. Raziskave so usmerjene k farmakološkima 
učinkovinama polisaharid-K (PSK) oz. krestin in polisaharidpeptid (PSP), ki imata 
dokazano antitumorni učinek (Cui in Chisti, 2003). PSK je namenjen peroralnem vnosu, 
omili nezaželene stranske učinke radio- in kemoterapije, aktivira imunski sistem. V 
kombinaciji s konvencionalnimi terapijami podaljšuje preživetveno dobo pacientov 
obolelih za rakom debelega črevesja, danke, maternice, želodca, požiralnika, pljuč ter 
nekaterih vrst raka prsi. Sekundarnim metabolitom, ki jih biosintetizira T. versicolor, 
pripisujejo blagodejni učinek na imunski sistem, saj aktivirajo produkcijo interleukina-6, 
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interferone, imunoglobulina-G, makrofagov, B in T-limfocitov (Kneževič in sod., 2018). 
Peroralnemu vnosu je namenjen tudi PSP, ki je v izvedenih kliničnih študijah močno 
aktiviral imunski sistem pri 70 % do 90 % pacientov obolelih za rakom želodca, pljuč, 
jajčnikov, požiralnika in vratu (Berlec in Sabotič, 2013). Poleg omenjenega navajajo še 
protimikrobne, protiparazitske, hepatoprotektivne, protivirusne, analgetične in 
antioksidativne lastnosti (Knežević in sod., 2018). Optimalna temperatura rasti pri T. 
versicolor je 30 °C, je zelo odporna na sušo in visoke temperature (Benko in sod., 1987). 
Chen in sod. (2012) navajajo pri T. versicolor vsebnost monakolina K samo v miceliju 
(206,99 ± 7,08 mg/kg suhe mase). 
3.1.5 Material za izvedbo poskusov 
3.1.5.1 Kemikalije 
Uporabljali smo večinoma kemikalije proizvajalcev Sigma-Aldrich (ZDA) ali Merck 
(Nemčija). 
3.1.5.2 Uporabljeni kompleti za določitev sevov M. purpureus 
Preglednica 3: Kompleti za določitev sevov Monascus purpureus 
Table 3: Kits for determining Monascus purpureus strains 
Kompleti Proizvajalec  
DNeasy mini plant kit Quiagen, Nemčija 
QIAquick PCR Purification kit Quiagen, Nemčija 
3.1.5.3 Raztopine za spiranje eritrocitov pri testu hemolitične aktivnosti 
Preglednica 4: Raztopini za spiranje eritrocitov pri testu hemolitične aktivnosti 
Table 4: Solutions for erythrocyte purification used when testing for hemolytic activity 
Raztopine Proizvajalec  
Eritrocitni pufer  20 mM Tris-HCl, 140 mM NaCl, pH 7,4 
Fiziološka raztopina 150 mM NaCl 
3.1.5.4 Raztopine za določitev aktivnosti encimov v vodnih ekstraktih in vsebnosti D-
glukoze v vzorcih 
Preglednica 5: Uporabljeni pufri 
Table 5: Buffering agents 
Pufri Proizvajalec  
Eritrocitni pufer  20 mM Tris-HCl, 130 mM NaCl, pH 7,4 
K-fosfatni pufer  50 mM, pH 7,5 
Na-fosfatni pufer  100 mM Na-fosfatni pufer + 150 mM NaCl in 0,5% (v/v) Triton-X-100, pH 7,2 
TRIS pufer 20 mM, pH 6,5 
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Preglednica 6: Uporabljeni sladkorji za izvedbo encimskih aktivnosti v vodnih ekstraktih 
Table 6: List of sugars for estimating enzymatic activity in water extracts 
Sladkorji Proizvajalec  
D-glukoza  1,0 mg /mL, Merck, New Jersey, ZDA 
Maltoza 0 mM, 10 mM, 20, mM in 40 mM; Kemika, Zagreb, Hrvaška 
Škrob (1% w/v) Kemika, Zagreb, Hrvaška  
Ksilan iz bukovega lesa Apollo Scientific, Stockport, VB 
Preglednica 7: Uporabljene kisline 
Table 7: List of acids 
Kisline Proizvajalec  
3,5-dinitrosalicilna kislina Fluka-AG, New Jersey, ZDA 
Trikloroocetna kislina (TCA) 110 mM, Sigma, ZDA  
 
Preglednica 8: Uporabljene soli 
Table 8: List of salts 
Soli Proizvajalec  
Kalijev natrijev tartrat Thermo Fisher Scientific, Waltham, ZDA 
Natrijeva karboksimetil celulozna sol Thermo Fisher Scientific, Waltham, ZDA 
Natrijev karbonat (Na2CO3) 500 mM, Merck, New Jersey, ZDA 
 
Preglednica 9: Uporabljeni reagent 
Table 9: List of reagents 
Reagenti Proizvajalec  
DNS reagent 12 g KNaC4H4O6·4H2O, 8 mL 2 M NaOH in 96 mM 
raztopina 3,5-dinitrosalicilne kisline, Merck, New Jersey, 
ZDA 
Folin&Ciocalteu reagent (1 mL reagenta 
raztopljenega v 4 mL destilirane vode) 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, ZDA 
GPOD reagent Megazyme, Bray, Irska 
 
Preglednica 10: Uporabljeni kompleti 
Table 10: List of kits 
Kompleti Proizvajalec  
Analiza vsebnosti D-glukoze »D-glucose Assay kit« (GOPO(D) Megazyme (Bray, Irska) 
BCA proteinski test  Pierce, Washington, ZDA  
 
Preglednica 11: Ostalo 
Table 11: Other 
Ostalo Proizvajalec  
Aceton Merck, New Jersey, ZDA 
Kazein (0,65 % (w/v) 0,65 % raztopljenega v 50 mM K-fosfatnem pufru, pH 7,5, 
Sigma, ZDA 
L-tirozin (0,2 mg /mL) 1,1 mM, Merck, New Jersey, ZDA 
NaOH 2 M, Merck, New Jersey, ZDA 
para-Nitrofenil butirat (pNBN) 50 mM pNBN v acetonitrilu, Sigma, ZDA 
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3.1.5.5 Uporabljeni standardi, topila in kislina za HPLC analizo 
Preglednica 12: Uporabljeni standardi za HPCL analizo 
Table 12: Standards used for HPLC analysis 
Standardi Proizvajalec 
Citrinin iz Penicillium citrinum, (≥ 98 % čistoče, TLC kakovosti) Sigma, ZDA 
Ergosterol, ≥ 75 % (pred uporabo smo ga očistili, da smo dosegli 
HPLC kakovost) 
Sigma, ZDA 




Preglednica 13: Uporabljeni topili in kislina za HPCL analizo 
Table 13: Solvents and acids used for HPLC analysis 
Topili in kislina Proizvajalec 
Acetonitril Chromasolv™ (99.9 % čistoče, HPLC kakovosti) Honeywell, New Jersey, ZDA 
Metanol LC-MC Chromasolv™ (99.9 % čistoče, HPLC 
kakovosti) 
Honeywell, New Jersey, ZDA 
Trikloroocetna kislina (0,1 %, TFA) Merck, New Jersey, ZDA 
3.1.5.6 Izbrani hranilni mediji za gojenje gliv 
Preglednica 14: Izbrani hranilni mediji za gojenje gliv 
Table 14: Selected culture media for cultivating fungi 
Hranilni mediji Proizvajalec 
Gojišče na osnovi dekstroze iz krompirja (PD tekoči medij) Difco, New Jersey, ZDA 
Krompirjev dekstrozni agar (PDA medij) Difco, New Jersey, ZDA 
Krompirjev dekstrozni agar (PDA medij) Biolife, Milano, Italija 
Navadno proso (Panicum miliaceum), ekološke pridelave BUFO EKO d.o.o., Celje, Slovenija 
Rjavi riž ekološke pridelave BUFO EKO d.o.o., Celje, Slovenija 
3.1.5.7 Ostala in laboratorijska oprema 
Preglednica 15: Ostala oprema 
Table 15: Other equipment 
Ostala oprema Proizvajalec 
96 % etanol  Honeywell, New Jersey, ZDA 
0.22 µm filter Millipore, Carrigtwohill, Irska 
0.22 µm filter Sartorius, Nemčija 
0.45 filter µm  Schleicher & Schüll, Nemčija 
dH2O Destilirana voda 
Centrifugirke (15 mL in 50 mL) Sigma, ZDA 
HEPA filter (ø = 12 mm) Ecotip d.o.o., Slovenjske Konjice, Slovenija 
Vrečka za sterilizacijo substratov za gojenje gob 
MicroSac 
Sac O2, Deinze, Belgija 
Syringe filter, Nylon, 0.45 µm Chrom 4, Suhl, Nemčija 
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Preglednica 16: Uporabljena laboratorijska oprema 
Table 16: Laboratory equipment 
3.2 METODE 
V poglavju so najprej predstavljeni različni postopki gojenja in sogojenja M. purpureus, 
ki smo jih testirali z namenom izbora najboljšega načina gojenja, s katerim smo pridobili 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
Avtoklav Sutjeska, Jugoslavija 
Avtoklav PBI  Pool Bioanalysis, Italija 
Banka sevov model I-750CK (Oddelek za lesarstvo) Kambič, Semič, Slovenija 
Blender 800 E 38BL37 Blender, ZDA 
Centrifuga CENTRIC 322A Tehtnica, Slovenija 
Centrifugi Eppendorf 5415R in 5424  Eppendorf, Nemčija  
Centrifuga Sigma 3-30 KS (rotorji: 12171, 12110, 12150) Sigma centrifuges, Nemčija  
Centrifuga Beckman J6-MI (rotor JS-4.0) Beckman Coulter, Kalifornija, ZDA 
Čitalec mikrotitrnih plošč  Dynex technologies, Chantilly, ZDA 
Hladilnik HG 500 NEEX LTH, Slovenija 
Inkubator INK3 KBK4330 Ehret Kühl Ehret, Freiburg, Nemčija  
Kolona Kinetex C18 (150 x 4.6 mm, velikost delcev 5 µm) Phenomenex, CA, ZDA 
Laminarij IBK 1 H2 Iskra, Slovenija 
Mikrocentrifugirke (1,5 ml, 2 ml in 5 ml) Eppendorf, Nemčija  
Mikrotitrske ploščice W1505 Genetix, VB 
Multikanalna pipeta e 1200 Biohit, Finska 
Magnetno mešalo z gretjem IKA RET basic IKA, Nemčija  
Magnetno mešalo IKA – WERKE  IKA, Nemčija 
Naprava za odsesovanje prahu TEKA Filtoo  Teka, Velen, Nemčija 
Mešalnik XT 120 Gorenje, Slovenija 
pH-meter Mettler Toledo, Seven multi  Mettler Toledo, Nemčija  
Papirni filter 0.45 µm  Schleicher & Schüll, Nemčija 
Palični mešalnik 600 W LNHR9EV BOSCH, Nemčija 
Precizna tehtnica  Sartorius, Nemčija 
Precizna tehtnica KERN MLS Kern, Balingen, Nemčija 
Rastna komora model I-1000CH Kambič, Semič, Slovenija 
Stresalnik Yellow line IKA SO 5 Basic  IKA, Staufen, Nemčija 
Sušilna omara Punt International, Žirovnica 
Sušilnik ST-01/02 Instrumentaria, Hrvaška 
Tehtnica Jadever JKH-500 Jadever, Ontario, Kanada 
Tehtnica Sartorius Sartorius, Nemčija 
Tehtnica Sartorius mc 210 p Sartorius, Nemčija 
Vodna kopel Memmert WNB 29 Memmert, Nemčija  
Vodna kopel ISOTEMP 215 Fisher scientific, ZDA 
Waters HPLC sistem 2965 Milleford, ZDA 
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zadostno količino biološkega materiala za pripravo metanolnih ekstraktov suhega 
preraščenega substrata, za HPLC analizo. Kasneje smo analizirali šest različnih sevov M. 
purpureus s ciljem izbora najboljšega seva, v smislu biosinteze visokih koncentracij 
monakolina K in nizkih koncentracij citrinina. Najbolj primeren sev smo nato uporabili 
pri izvedbi sogojenja z izbranimi višjimi glivami. Na koncu smo testirali vpliv načina 
sogojenja in različne parametre (temperatura, vsebnost vode v substratu, različni hranilni 
medij, način cepitve), ki vplivajo na biosintezo sekundarnih metabolitov. Potek izpeljave 
poskusa je prikazan na sliki 7. 
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Slika 7: Shema poteka eksperimentalnega dela 
Figure 7: Experimental scheme 
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3.2.1 Sogojenje izbranih saprofitskih gliv z Monascus purpureus BCRC 31615 na 
PDA mediju 
Ker so M. purpureus klasificirali kot medicinsko glivo, smo se v raziskavi osredotočiti 
na interakcijo M. purpureus z drugimi užitnimi ali zdravilnimi saprofitskimi glivami. 
Tako smo raziskovali interakcije M. purpureus z glivami Agrocybe aegerita, 
Chondrostereum purpureum, Cordyceps militaris, Flammulina velutipes, Ganoderma 
lucidum, Gloeophyllum trabeum, Gymnopilus penetrans, Hypsizygus ulmarius, Inonotus 
obliquus, Lentinula edodes, Monascus ruber, Pleurotus ostreatus, Poria cocos, 
Fibroporia vaillantii in Trametes versicolor. Zanimal nas je predvsem odziv M. 
purpureus pri srečanju z izbrano saprofitsko glivo, torej ali pride do sinergizma ali 
antagonizma. Sočasno smo želeli, glede na tip interakcije, poglobiti razumevanje 
biosinteze sekundarnih metabolitov (citrinina in monakolina K). V ta namen smo izbrane 
glive najprej sogojili z M. purpureus BCRC 31615 na PDA mediju. Za njegovo pripravo 
(1000 mL) smo za osnovo uporabili obogaten agar s krompirjem. Po sterilizaciji (121 °C, 
0,13 MPa, 20 min) smo PDA medij prelili v petrijevke, v vsako po 50 mL in počakali, da 
se gojišče ohladi ter strdi. Ker nas je zanimalo, kaj se odvija na kemijskem nivoju ob stiku 
dveh gliv, smo M. purpureus, zaradi počasne rasti predhodno gojili 18 dni v inkubatorju 
pri 25 °C. Nato smo na preraščen PDA medij nacepili okrogle cepiče drugih izbranih gliv. 
Sogojenje je nato potekalo še 58 dni. Celoten potek sogojenja smo sekvenčno fotografirali 
vsake tri dni. Izjema je bila narejena pri primeru F. velutipes FLVE, kjer je sogojenje 
potekalo 28 dni. Preraščeno petrijevko s F. velutipes in M. purpureus BCRC 31615 smo 
nato zaradi zanimive interakcije predhodno analizirali s HPLC metodo. Na podlagi 
sogojenja preostalih gliv smo najprej ovrednotili interakcijo na fizičnem nivoju (vizualno 
oz. opazovanje) in nato še na kemijskem nivoju z uporabo HPLC metode.  
 
Glede na tip interakcije smo se odločili za ožji izbor višjih gliv, ki smo jih nato uporabili 
pri sogojenju na trdni podlagi. V ta namen smo uporabili glive F. velutipes z oznako 
FLVE, P. ostreatus PLO5 in sva seva T. versicolor z oznako TV ter T. versicolor z oznako 
TV selo. Slednje smo gojili oz. sogojili na trdnem substratu pod različnimi pogoji: 
različna oblika posode in njene polnitve, način inokulacije oz. nanosa utekočinjenega 
micelija, uporabljeni filtri za prezračevanje, temperatura, trdni substrat, način gojenja in 
sogojenja. Možne kombinacije so predstavljene v poglavjih, ki sledijo. 
3.2.2 Vpliv temperature na gojenje seva Monascus purpureus BCRC 31615 na 
PDA mediju  
Za gojenje glive M. purpureus BCRC 31615 na trdnem gojišču obogatenim z agarjem 
smo najprej pripravili 1000 mL hranilnega gojišča. Za osnovo smo uporabili PDA medij. 
Po sterilizaciji (121 °C, 0,13 MPa, 20 min) smo medij prelili v petrijevke, v vsako po 50 
mL, in počakali, da se gojišče ohladi ter strdi. Nato smo na petrijevke nacepili izbran sev 
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M. purpureus BCRC 31615 in inkubirali pri dveh različnih temperaturah (25 °C in 30 
°C). Petrijevke smo fotografirali 8., 17. in 27. dan gojenja ter vizualno določili optimalno 
temperaturo rasti. To smo storitli tako, da smo primerjali velikost razraščenega micelija 
in njegovo obliko.  
3.2.3 Vpliv temperature na sogojenje gliv Bjerkandera adusta, Flammulina 
velutipes in Gymnopilus penetrans z Monascus purpureus BCRC 31615 na 
PDA mediju 
Ker smo želeli podrobneje raziskati vpliv temperature na sogojenje, smo v ta namen 
sogojili M. purpureus BCRC 31615 z B. adusta, F. velutipes in G. penetrans, pri dveh 
različnih temperaturah (25 °C ter 30 °C). Zaradi počasne rasti M. purpureus BCRC 
31615, smo slednjo predhodno nacepili na PDA medij in jo inkubirali 10 dni v temi pri 
25 °C. Po končani inkubaciji smo v preraščene petrijevke nanesli cepič druge izbrane 
glive. Tako smo imeli v petrijevki po en cepič dveh izbranih gliv (npr. M. purpureus 
BCRC 31615 in G. penetrans). Za vsako kombinacijo sogojenja smo pripravili po en 
biološki vzorec za določeno temperaturo. Tako nacepljene glive smo inkubirali 21 dni, v 
temi, pri temperaturi 25 °C in 30 °C. Biološke vzorce na PDA mediju smo sekvenčno 
fotografirali vsake tri dni, v obdobju 25 dni, in na ta način spremljali potek rasti. 
3.2.4 Sogojenje izbranih saprofitskih gliv z Monascus purpureus BCRC 31615 na 
PDA mediju z in brez pregrad 
Ker smo želeli podrobneje analizirati mehanizem komunikacije preko sekundarnih 
metabolitov v območju stika med M. purpureus BCRC 31615 in izbrano saprofitsko glivo 
(F. velutipes FLVE, G. trabeum GT2 in P. ostreatus PLO5), smo poskusili gojenje s 
pregradami (sliki 19 in 20). Z metodo smo želeli zagotoviti čim bolj ravno linijo stičišča 
obeh gliv in onemogočiti morebitno prehajanje sekundarnih metabolitov v PDA mediju. 
V ta namen smo na sredino petrijevke s PDA medijem vstavili pregrado. Na eno stran 
smo nacepili cepič (ø = 10 mm) M. purpureus BCRC 31615 in na drugo stran cepič 
izbrane glive (F. velutipes FLVE, G. trabeum GT2 ali P. ostreatus H 35). Kot kontrolo 
smo na PDA medij na enak način nacepili cepič M. purpures BCRC 31615 in izbrane 
glive (F. velutipes FLVE, G. trabeum GT2 ali P. ostreatus H 35), vendar pri tem nismo 
uporabili pregrade. Tako nacepljene glive smo inkubirali 7 dni v temi pri 27,5 °C. 
Biološke vzorce na PDA mediju smo sekvenčno fotografirali vsake tri dni in na ta način 
spremljali potek rasti. 
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3.2.5 Sogojenje Monascus purpureus BCRC 31615 s Trametes versicolor na PDA 
mediju v žlebičkih in pravokotnih cepičih 
V želji po analiziranju sekundarnih metabolitov v območju stika med M. purpureus 
BCRC 31615 s T. versicolor TVER smo poskusili gojenje v žlebičkih in pravokotnih 
cepičih (slika 22). Z obema metodama smo želeli zagotoviti čim bolj ravno linijo stičišča 
obeh gliv. Pripravili smo utekočinjen micelij in petrijevke s PDA medijem. Z uporabo 
modelirke za oblikovanje gline smo v PDA medij izdolbli po dva žlebička, enega na levo 
in drugega na desno stran. V en žlebiček smo nato nacepili 1 mL utekočinjenega micelija 
glive M. purpureus BCRC 31615 in v drugega 1 mL utekočinjenega micelija glive T. 
versicolor TVER. Postopek priprave utekočinjenega micelija je opisan v poglavju 3.2.7. 
V primeru uporabe pravokotnih cepičev smo le-te izrezali iz preraščenega PDA medija 
določene glive in jih prenesli v svež PDA medij. Tako nacepljene glive smo inkubirali 7 
dni v temi pri 27,5 °C. 
3.2.6 Gojenje Monascus purpureus BCRC 31615 v monokulturi in sogojenje z 
glivama Chondrostereum purpureum ter Flammulina velutipes v tekočem 
gojišču ter priprava vzorcev 
Za gojenje v tekočem gojišču smo pripravili PDB (ang. potato dextrose broth) hranilno 
gojišče. Po sterilizaciji (121 °C, 0,13 MPa, 20 min) smo hranilno gojišče prelili v tri 500 
mL erlenmajerice, v vsako po 200 mL, in ga inokulirali z vcepki izbranih gliv. Pripravili 
smo monokulturo (1) M. purpureus BCRC 31615, ki je služila za kontrola ter kombinaciji 
sogojenja glive M. purpureus BCRC 31615 s (2) C. purpureum in (3) F. velutipes. Po 
dvotedenskem inkubiranju, ki je potekalo v temi pri 25 °C in konstantnem mešanju (150 
min-1), je bila celotna zmes prefiltrirana preko 0,45 μm filtra s pomočjo nuče. Svežo 
glivno biomaso smo prenesli v centrifugirko, medtem ko smo tekoče gojišče skoraj do 
suhega posušili na rotavaporju. Za analizo metabolitov smo uporabili enostaven postopek 
priprave biološkega vzorca preko direktne ekstrakcije analitov iz posušenega tekočega 
gojišča z nepolarnim topilom. V skoraj posušen vzorec v stekleni bučki smo dodali 10 
mL 80 % metanola in premešali. V biološkem vzorcu iz tekočega gojišča smo analizirali 
sekundarne metabolite s pomočjo HPLC. Metanolne ekstrakte suhega preraščenega 
substrata smo analizirali po postopku, ki je opisan v poglavju 3.2.16.1 
3.2.7 Vpliv dolžine kuhanja riža, kot hranilnega substrata, na fizikalno kemijske 
lastnosti in vsebnost vode v rižu ter priprava utekočinjenega micelija 
Zanimalo nas je ali ima predhodna termična obdelava riža, kot substrata, vpliv na rast M. 
purpureus BCRC 31615 in T. versicolor TVER. V ta namen smo kuhali riž v kuhalniku 
za riž in vzorčili pri 10 min, pri tem je bila vsebnost vode kuhanega riža 40 %. Naslednje 
vzorčenje smo naredili pri 20 min, pri tem je bila vsebnost vode kuhanega riža 46,5 %. 
Zadnje vzročenje smo naredili pri 30 min, pri tem je bila vsebnost vode kuhanega riža 57 
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%. Vsebnost vode v kuhanem rižu, smo določali s tehtanjem in sušenjem kuhanega riža 
pri 103 °C 24 h. Tako pripravljen kuhan riž smo razdelili v steklene kozarce in jih zaprli 
s pokrovčki opremljenimi s HEPA filtrom (ø = 12 mm) ter jih sterilizirali (121 °C, 0,13 
MPa, 20 min). Po končani sterilizaciji smo počakali, da so se kozarci z rižem ohladili in 
jih nato sočasno inokulirali s 5 mL utekočinjenega micelija M. purpureus BCRC 31615 
in 5 mL T. versicolor TVER. Utekočinjeni micelij M. purpureus smo pripravili na način, 
da smo preraščeno glivo, ki smo jo predhodno gojili na PDA mediju, razrezali in koščke 
prenesli v 300 mL sterilizirane dH2O. Koščke hranilnega medija smo nato mehanično 
obdelali v mešalniku in tako dobili utekočinjen micelij. Slednjega smo nato prenesli v 
stekleno čašo in ga postavili na delujoč magnetni mešalnik. S konstantnim mešanjem smo 
zagotovili enakomerno porazdelitev mešanega micelija v tekočini. Biološke vzorce smo 
nato inkubirali 30 dni v temi pri 27,5 °C in jih sekvenčno fotografirali 7., 12., 15., 21. in 
30. dan. 
3.2.8 Vpliv načina cepitve in gojenja na interakcijo med Monascus purpureus 
MOPU GS1 ali Monascus purpureus BCRC 31615 s Trametes versicolor na 
trdnem gojišču v steklenih kozarcih 
Zaradi želje po večji količini biološkega materiala smo poskusili sogojenje v steklenih 
kozarcih. V ta namen smo v steklene kozarce natehtali 130 g oluščenega in neoluščenega 
prosa (v razmerju 2:1), jih zaprli s pokrovčki opremljenimi s HEPA filtrom (ø = 12 mm) 
ter jih sterilizirali (121 °C, 0,13 MPa, 20 min). Po končani sterilizaciji smo počakali, da 
so se kozarci s prosom ohladili in jih nato inokulirali z utekočinjenim micelijem (postopek 
je opisan v 3.2.7), s 5 mL M. purpureus BCRC 31615 ali 5 mL M. purpureus MOPU GS1 
in 5 mL T. versicolor TVER. Poskusili smo različne načine cepitve utekočinjenega 
micelija na substrat in kombinacije sogojenja, saj nas je zanimal vpliv načina cepitve oz. 
gojenja na interakcijo med glivama. Slednji so nazorno predstavljeni v preglednici 17. 
Tako pripravljene biološke vzorce smo nato inkubirali 35 dni v temi pri 27,5 °C in jih 
sekvenčno fotografirali 7., 12., 15., 21. in 35. dan. 
 
Referenčne slike, prikaza načina cepitve (so)gojenja, na interakcijo M. purpureus MOPU 
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Preglednica 17: Različni načini inokulacije in gojenje oz. sogojenje v steklenih kozarcih 
Table 17: Different types of inoculation and cultivation or cocultivation in glass jars 
 
 
Način cepitve Obdelava po nacepitvi 
Hkratna inokulacija utekočinjenega micelija 
z M. purpureus GS1 in T. versicolor TVER, 
na substrat. 
Utekočinjen micelij ni bil vmešan v substrat. 
Hkratna inokulacija utekočinjenega micelija 
z M. purpureus BCRC 31615 in T. 
versicolor TVER, na substrat. 
Utekočinjen micelij ni bil vmešan v substrat. 
Inokulacija utekočinjenega micelija M. 
purpureus GS1, na substrat. 
Utekočinjen micelij je bil vmešan v substrat. 
Inokulacija utekočinjenega micelija M. 
purpureus GS1, v smeri urinega kazalca 
(krožen nanos) na substrat. 
Utekočinjen micelij ni bil vmešan v substrat. 
Ločena inokulacija utekočinjenega micelija 
M. purpureus BCRC 31615 in T. versicolor 
TVER, na substrat. 
Ločeno gojenje 7 dni, nato smo sveže preraščene 
substrate združili v večjo čašo v različnih kombinacijah 
in pričeli sogojenje. 
Ločena inokulacija utekočinjenega micelija 
M. purpureus BCRC 31615 in T. versicolor 
TVER, na substrat. 
Ločeno gojenje 14 dni, nato smo sveže preraščene 
substrate združili v večjo čašo v različnih kombinacijah 
in pričeli sogojenje.  
očena inokulacija utekočinjenega micelija 
M. purpureus BCRC 31615 in T. versicolor 
TVER, na substrat. 
Po inokulaciji z izbrano glivo smo vsebino kozarca 
premešali in jo nato prenesli v večji kozarec. Nanj smo 
nato stresli vsebino drugega kozarca, ki je bila 
inokulirana z drugo vrsto glive. Kombinaciji sta 
predstavljeni spodaj: 
Zgornja plast = T. versicolor TVER 
Spodnja plast = M. purpureus BCRC 31615 
Zgornja plast = M. purpureus BCRC 31615 
Spodnja plast = T. versicolor TVER 
Ločena inokulacija substrata z 
utekočinjenim micelijem M. purpureus 
BCRC 31615 ali s T. versicolor TVER, na 
substrat. 
Po inokulaciji z izbrano glivo smo vsebino kozarca 
premešali in jo nato prenesli na eno stran v večji 
kozarec, ki je na sredini vseboval pregrado. Na drugo 
stran smo premešali inokuliran substrat druge glive.  
Pripravili smo sledeče načine sogojenja: 
1) Po prenosu prosa v kozarec smo pregrado odmaknili 
in tako sogojili glivi. 
2) Sogojenje s pregrado je potekalo 7 dni, nato smo 
pregrado odmaknili. 
3) Sogojenje je ves čas potekalo skupaj spregrado. 
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3.2.9 Vpliv posode in njene polnitve na gojenje in interakcijo sogojenja, med 
glivama Monascus purpureus MOPU GS1 ali Monascus purpureus BCRC 
31615 s Pleurotus ostreatus 
Ker smo želeli preveriti vpliv posode in njene polnitve na interakcijo sogojenja, med 
glivama M. purpureus MOPU GS1 ali M. purpureus BCRC 31615 s P. ostreatus PLO5, 
smo poskusili kopico različnih posod, ki so predstavljene v preglednici 18. Naknadno 
smo preverjali vpliv velikosti oz. površine filtra in posledično izmenjavo plinov na 
preraščanje substrata, s strani izbrane glive. Načini in kombinacije so predstavljene v 
preglednici 19. V obeh preglednicah je navedena masa uporabljenega oluščenega in 
neoluščenega prosa (v razmerju 2:1, z vsebnostjo vode 40 %), izbor in volumen 
nanešenega utekočinjenega micelija, način nanosa oz. inokulacije, uporaba filtra in 
dodaten opis gojenja. Posode, ki smo jih sterilizirali (121 °C, 0,13 MPa, 20 min), so bile 
opremljene s HEPA filtrom (ø = 12 mm). Po končani sterilizaciji smo počakali, da so se 
posode s prosom ohladile in jih nato inokulirali z utekočinjenim micelijem (priprava je 
opisana v 3.2.7), z M. purpureus BCRC 31615 ali M. purpureus MOPU GS1 in P. 
ostreatus PLO5. Biološke vzorce smo nato inkubirali 30 dni v temi pri 27,5 °C in jih 
sekvenčno fotografirali na vsake 3 dni, skupno 28 dni, razen v primeru, ko smo uporabili 
vrečke za sterilizacijo substratov za gojenje gob s filtri in 900 mL plastičnih posod, kjer 
je sogojenje potekalo 89 dni. Biološke vzorce, sveže preraščenega substrata, smo sušili 
24 ur pri 60 °C in jih nato shranili pri sobni temperaturi v temi. Biološki vzorci so bili 
stari 3 mesece, ko smo iz njih pripravili metanolne ekstrakte suhega preraščenega 
substrata in v njih analizirali sekundarna metabolita (citrinin, monakolin K) in ergosterol 
z uporabo HPLC metode. Slednjo smo uporabili pri pripravljenih vzorcih gojenja v vreči, 
plastičnih posodah s pregrado, malih in velikih plastičnih posodah z in brez uporabe 
filtrov.  
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Preglednica 18: Prikaz uporabljenih posod za gojenje in sogojenje izbranih gliv. PLO5 je oznaka za glivo 
Pleurotus ostreatus, MOPU GS1 in BCRC 31615 sta oznaki za različna seva glive Monascus purpureus. 
Gojenje oz. sogojenje je potekalo v temi pri 27,5 °C 
Table 18: List of cultivation jars that were used for cocultivation. PLO5 is Pleurotus ostreatus, MOPU GS1 
and BCRC 31615 are different strains of Monascus purpureus. Cultivation was carried out in the dark at 
27,5 °C 
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 Nadaljevanje preglednice 18
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Preglednica 19: Prikaz uporabljenih posod za gojenje in sogojenje izbranih gliv z izbranim filtrom. PLO5 
je oznaka za glivo Pleurotus ostreatus, MOPU GS1 in BCRC 31615 sta oznaki za seva glive Monascus 
purpureus. Gojenje oz. sogojenje je potekalo v temi pri 27,5 °C 
Table 19: List of cultivation jars that were used for cocultivation. PLO5 is Pleurotus ostreatus, MOPU GS1 
and BCRC 31615 are different strains of Monascus purpureus. Cultivation was carried out in the dark at 
27,5 °C 
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Nadaljevanje preglednice 19 
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Referenčne slike vpliva posode in njene polnitve na gojenje ter interakcijo sogojenja med 
glivama M. purpureus MOPU GS1 ali BCRC 31615 so prikazana v poglavju 4.1.9 
(preglednica 24). 
3.2.10 Gojenje glive Monascus purpureus BCRC 31615 ali Monascus purpureus 
MOPU GS1 v monokulturi in sogojenje na trdni podlagi 
Shematski prikaz poteka dela, gojenja in sogojenja M. purpureus na trdni podlagi, je 
prikazan na sliki 8. V podpoglavjih so opisani posamezni postopki dela. 
  
Slika 8: Shematski prikaz poteka dela 
Figure 8: Workflow scheme 
3.2.10.1 Priprava hranilnega substrata  
Za gojenje sevov na trdni podlagi smo uporabili rjavi riž in oluščeno ter neoluščeno 
navadno proso Kornberg (Panicum miliaceum) iz ekološke pridelave (v razmerju 2:1). 
Žito (130 g) smo prenesli v steklene posode (400 mL) in dodali vodo, da smo po 
inokulaciji z utekočinjenim micelijem dosegli 40 % ali 45 % vsebnost vode v substratu. 
Za določitev željene začetne vsebnosti vode v substratu (40 % ali 45%), smo najprej 
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določili vsebnost vode (%) v suhem substratu z uporabo analizatorja za vsebnosti vode in 
preračunali količino vode v suhem substratu (enačba 1): 
 
mvode, v suhem substratu = 
m (suhega substrata) x delež vode (suhega substrata)
100
                      … (1) 
 
 
Nato smo preračunali maso suhe snovi v substratu (enačba 2): 
 
msuhe snovi v substratu, za gojenje = m suhega substrata za gojenje – mvode, v suhem substratu      ... (2) 
 
 
Za tem smo preračunali količino vode pri željeni začetni vsebnosti vode v substratu (40 
% ali 45 %). Enačba 3 prikazuje izračun pri 40 % začetni vsebnosti vode v substratu. 
 
mvode v substratu pri 40 % začetni vsebnosti vode = 
m (suhe snovi v substratu za gojenje) x 100 %
40 %
   … (3) 
 
 
Nato smo preračunali maso vode, ki smo jo morali dodati v suh substrat (enačba 4): 
 
mvode, ki jo moramo dodati v substrat = mvode v substratu pri 40 % začetni vsebnosti vode – mvode, v suhem substratu 
  … (4) 
 
Kozarce s substratom in vodo smo nato zaprli s pokrovčki opremljenimi s HEPA filtrom 
(ø = 12 mm). Pred sterilizacijo smo vzorce predhodno poparili z vodo v atvoklavu (20 
min pri 90 °C). Na ta način smo zagotovili enakomerno vpijanje vode v zrnje ter preprečili 
njihovo sprijemanje. Po sterilizaciji (121 °C, 0,13 MPa, 20 min) smo kozarce močno 
premešali, prav tako z namenom preprečitve sprijemanja. Ohlajene substrate smo pred 
inokulacijo ponovno močno premešali, da smo dodatno razbili morebitne skupke in jih 
nato inokulirali s 5 mL utekočinjenega micelija katerega priprava je opisana v poglavju 
3.2.7. 
 
Zaradi izgube vode, ki je izparela tekom sterilizacije, smo po potrebi v steriliziran substrat 
dodali sterilizirano dH2O, da smo dosegli končno 40 % vsebnost vode v inokuliranem 
substratu pri gojenju monokultur različnih sevov M. purpureus. V primeru sogojenja smo 
se odločili za pripravo 45 % vsebnost vode v inokuliranem substratu, saj smo proučevali 
tudi vpliv začetne vsebnosti vode na biosintezo sekundarnih metabolitov. Shematski 
prikaz priprave substrata je prikazan na sliki 9. 
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Slika 9: Shematski prikaz priprave trdnega substrata 
Figure 9: Preparation of fungal solid-state media 
Inokulacijo steriliziranega substrata smo v primeru sogojenja pripravili na dva različna 
načina: 
• Zaporedni način sogojenja: inokulacija 5 mL utekočinjenega micelija M. 
purpureus MOPU GS1 na steriliziran substrat, ki smo ga nato premešali in 
inkubirali 7 dni v temi pri 27,5 °C. Po 7-dnevni inkubaciji smo na sveže preraščen 
substrat inokulirali 5 mL sveže pripravljenega utekočinjenega micelija izbrane 
glive, s katero je potekalo sogojenje (F. velutipes (FLVE), T. versicolor (TV) in 
T. versicolor (TV_selo). Ponovno inokuliran sveže preraščen substrat smo 
premešali in tako glivi sogojili še 14 dni pri 27,5 °C. 
• Istočasni način sogojenja: inokulacijo 5 mL utekočinjenega micelija M. purpureus 
MOPU GS1 in 5 mL T. versicolor TV na steriliziran substrat, smo naredili 
istočasno. Nato smo tako inokuliran steriliziran substrat premešali. Sogojenje je 
potekalo 14 dni v temi in pri 27,5 °C.  
3.2.10.2 Gojenje različnih sevov Monascus purpureus na rjavem rižu in prosu z 
namenom izbora najbolj primernega substrata za sogojenje 
Z namenom izbora najbolj primernega seva glive M. purpureus, ki ne biosintetizira 
citrinina, smo na trdni podlagi, tako na rižu, kot na prosu, gojili 6 različnih sevov M. 
purpureus (BCRC 31615, EBY 2, EBY 3, EBY 4, MOPU GS1 in NRRL 1596). Hkrati 
smo testirali vpliv dveh različnih substratov (riža in mešanica prosa) na biosintezo 
sekundarnih metabolitov. Na predhodno pripravljen steriliziran substrat (riž ali mešanico 
prosa) (postopek opisan v 3.2.10.1) smo nacepili 5 mL inokuluma izbranega seva M. 
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purpureus (postopek opisan v poglavju 3.2.7). Za vsak izbrani sev, ki smo ga nacepili na 
steriliziran substrat (mešanica prosa ali riž), smo pripravili 3 biološke ponovitve na 
substrat, za 3 časovne točke (7, 14 in 21 dni). Za kontrolo, tj. trdi steriliziran substrat, na 
katerega ni bil nanešen utekočinjen micelij izbrane glive, smo za vsako časovno točko 
pripravili 2 biološki ponovitvi. Po potrebi smo po inokulaciji utekočinjenega micelija na 
ohlajen in steriliziran substrat (proso ali riž), dodali sterilizirano dH2O, da smo dosegli 40 
% začetno vsebnost vode v substratu (izračun v poglavju 3.2.12.1). Ugotovili smo, da je 
pri sterilizaciji substratov prišlo do navzema ali izgube vode v substratu. Skupno smo 
tako za vsak sev pripravili 18 bioloških vzorcev (9 vzorcev na rižu in 9 na prosu). 
Celokupno smo za vseh 6 različnih sevov M. purpureus, skupaj s kontrolnimi, dobili 120 
vzorcev, od tega 60 vzorcev pripravljenih na rižu in 60 na prosu. 
 
Pripravljene vzorce smo inkubirali v temi pri 27,5 °C v inkubatorju, ki je zagotavljal 
konstanten pretok svežega zraka, tj. celotno menjavo zraka v inkubatorju, vsako uro (70 
l/h). Način izbora sveže preraščenih bioloških vzorcev na izbranem substratu, za namene 
vzorčenja in določitve izbranih parametrov (pH, izguba suhe mase substrata, vsebnost 
vode v preraščenem substratu, hemolitična aktivnost, koncentracije sekundarnih 
metabolitov in ergosterola), je opisan v poglavju 3.2.10.7. Na podlagi rezultatov 
preliminarnih raziskav smo za izvedbo sogojenja, med 6 različnimi sevi M. purpureus, 
izbrali sev M. purpureus MOPU GS1. 
3.2.10.3 Vpliv sogojenja seva Monascus purpureus MOPU GS1 z zaporednim načinom 
cepljenja izbrane saprofitske glive na preraščen substrat (proso) 
Vpliv sogojenja na biosintezo sekundarnih metabolitov smo proučevali pri glivi M. 
purpureus MOPU GS1, ki se je v predhodnem poskusu izkazala kot najbolj primerna, saj 
pod določenimi pogoji (40 % začetna vsebnost vode v substratu, inkubacija v temi pri 
27,5 °C) ni biosintetizirala citrinina. V ta namen smo pripravili tri različne kombinacije 
sogojenja M. purpureus MOPU GS1 in sicer z glivo (1) F. velutipes (FLVE), (2) T. 
versicolor (TV) in (3) T. versicolor (TV_selo). Predhodni pripravi prosa in 
utekočinjenega micelija sta opisani v poglavjih 3.2.10.1 in 3.2.7. Na ohlajeno in 
premešano proso smo najprej nanesli 5 mL utekočinjenega micelija M. purpureus MOPU 
GS 1 ter vse skupaj premešali. Pripravljene vzorce smo inkubirali v temi pri 27,5 °C v 
inkubatorju, ki je zagotavljal konstanten pretok svežega zraka (70 l/h) in nivo CO2 (1000 
ppm). Zaporeden način sogojenja je potekal tako, da smo po 7 dneh inkubiranja v temi 
na sveže preraščen substrat (mešanica prosa) nanesli 5 mL utekočinjenega micelija 
izbrane saprofitske glive (F. velutipes FLVE, T. versicolor TV ali TV_selo) in vse skupaj 
ponovno premešali. Biološke vzorce sveže preraščenega substrata, na katere smo nanesli 
5 mL utekočinjenega micelija izbrane glive, smo nato inkubirali še 7 in 14 dni v temi pri 
temperaturi 27,5 °C. Za vsako kombinacijo sogojenja, monokulturo in kontrolo smo 
pripravili 3 biološke ponovitve za 3 časovne točke (7, 14 in 21 dni). Skupno smo pripravili 
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54 bioloških vzorcev. Način izbora sveže preraščenih bioloških vzorcev na izbranem 
substratu, za namene vzorčenja in določitve izbranih parametrov, je opisan v poglavju 
3.2.10.7. 
3.2.10.4 Vpliv substrata na sogojenje seva Monascus purpureus MOPU GS1 z 
zaporednim načinom cepljenja glive Trametes versicolor  
Pri vplivu substrata na sogojenje seva M. purpureus MOPU GS1 s T. versicolor TV na 
biosintezo sekundarnih metabolitov smo poleg mešanice prosa (oluščeno in neoluščeno 
proso v razmerju 2:1), uporabili tudi riž. V primeru gojenja na dveh različnih substratih, 
smo uporabili zaporedni način cepljenja izbrane glive. Riž smo pripravili na enak način 
kot proso (priprava je opisana v poglavju 3.2.10.1). Na steriliziran, ohlajen in premešan 
substrat (mešanica prosa ali riž) nanesli 5 mL utekočinjenega micelija M. purpureus 
MOPU GS 1 (njegova priprava je opisana v poglavju 3.2.7) ter vse skupaj ponovno 
premešali. Nato smo pripravljene vzorce inkubirali v temi pri 27,5 °C v inkubatorju, ki je 
zagotavljal konstanten pretok svežega zraka (70 l/h). Zaporedni način sogojenja je potekal 
tako, da smo po 7 dnevih inkubiranja v temi na sveže preraščen substrat (mešanica prosa 
ali riž) nanesli 5 mL svežega utekočinjenega micelija T. versicolor TV in vse skupaj 
premešali. Tako pripravljene biološke vzorce sveže preraščenega substrata smo nato 
dodatno inkubirali še 14 dni v temi pri temperaturi 27,5 °C. Za vsako kombinacijo 
sogojenja, monokulturo in kontrolo smo pripravili 3 biološke ponovitve za 2 časovni točki 
(7 in 21 dni). Skupno smo pripravili 18 bioloških vzorcev. Način izbora sveže preraščenih 
bioloških vzorcev na izbranem substratu, za namene vzorčenja in določitve izbranih 
parametrov, je opisan v poglavju 3.2.10.7. 
3.2.10.5 Vpliv temperature na sogojenje seva Monascus purpureus MOPU GS1 z 
zaporednim načinom cepljenja glive Flammulina velutipes  
Vpliv temperature na sogojenje seva M. purpureus MOPU GS1 s F. velutipes FLVE na 
biosintezo sekundarnih metabolitov smo proučevali pri zaporednem načinu cepljenja 
izbrane glive z uporabo mešanice prosa. Priprava substrata je opisana v poglavju 3.2.10.1. 
Količino vode smo preračunali, da smo po inokulaciji z utekočinjenim micelijem dosegli 
45 % začetno vsebnost vode v substratu. Na sterilizirano, ohlajeno in premešano proso 
smo nanesli 5 mL utekočinjenega micelija (priprava je opisana v poglavju 3.2.7) M. 
purpureus MOPU GS 1 ter vse skupaj ponovno premešali. Tako pripravljene vzorce smo 
inkubirali v temi pri 23,5 °C ali 27,5 °C v inkubatorju, ki je zagotavljal konstanten pretok 
svežega zraka (70 l/h) in nivo CO2 (1000 ppm). Zaporedni način sogojenja je potekal 
tako, da smo po 7 dnevih inkubiranja v temi pri 23,5 °C ali 27,5 °C na sveže preraščen 
substrat (proso) nanesli 5 mL svežega utekočinjenega micelija F. velutipes FLVE in vse 
skupaj premešali. Tako pripravljene biološke vzorce sveže preraščenega substrata smo 
nato inkubirali še 14 dni v temi pri temperaturi 23,5 °C ali 27,5 °C. Za vsako kombinacijo 
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sogojenja, monokulturo in kontrolo smo pripravili 3 biološke ponovitve za 2 časovni točki 
(7 in 21 dni). Skupno smo pripravili 18 bioloških vzorcev. Način izbora sveže preraščenih 
bioloških vzorcev na izbranem substratu, za namene vzorčenja in določitve izbranih 
parametrov, je opisan v poglavju 3.2.10.7. 
3.2.10.6 Vpliv istočasnega načina cepljenja na sogojenje seva Monascus purpureus 
MOPU GS1 s Trametes versicolor na biosintezo sekundarnih metabolitov 
Vpliv istočasnega načina cepljenja na sogojenje seva M. purpureus MOPU GS1 s T. 
versicolor TV in na biosintezo sekundarnih metabolitov smo proučevali z uporabo 
mešanice prosa. Priprava substrata je opisana v poglavju 3.2.10.1. Vsebnost vode smo 
preračunali, da smo po inokulaciji z utekočinjenim micelijem dosegli 45 % začetno 
vsebnost vode v substratu. V primeru istočasnega načina cepljenja utekočinjenega 
micelija smo najprej na sterilizirano, ohlajeno in premešano proso nanesli 5 mL 
utekočinjenega micelija M. purpureus MOPU GS 1 in nato še 5 mL utekočinjenega 
micelija s T. versicolor TV (priprava utekočinjenega micelija je opisana v poglavju 3.2.7) 
ter vse skupaj ponovno premešali. Tako pripravljene biološke vzorce smo inkubirali v 
temi 14 dni pri temperaturi 27,5 °C. Za vsako kombinacijo sogojenja, monokulturo in 
kontrolo smo pripravili 3 biološke ponovitve za 1 časovno točko (14 dni). Skupno smo 
pripravili 12 bioloških vzorcev. Način izbora sveže preraščenih bioloških vzorcev na 
izbranem substratu, za namene vzorčenja in določitve izbranih parametrov, je opisan v 
poglavju 3.2.10.7. 
3.2.10.7 Način izbora preraščenega substrata in njegova razdelitev za izdelavo različnih 
analiz 
Po 7, 14 in 21 dneh inkubiranja pri določenih pogojih smo za vzorčenje naključno vzeli 
kozarce sveže preraščenega substrata izbrane glive ter določili celokupno maso le-tega. 
Del sveže preraščenega substrata smo razdelili za izvedbo različnih analiz – za določitev 
vsebnosti vode v sveže preraščenem substratu (10 g), pripravo vodnih ekstraktov sveže 
preraščenega substrata za določitev vrednosti pH (4 g) in encimske aktivnosti (20 g). 
Preostali sveže preraščen substrat smo sušili 48 ur pri 35 °C. Po končanem sušenju smo 
suh preraščen substrat zmleli s kavnim mlinčkom in ga shranili v temi pri sobni 
temperaturi do priprave metanolnih ali etanolnih ekstraktov suhega preraščenega 
substrata. Od mletja suhega preraščenega substrata do priprave metanolnih ekstraktov 
suhega preraščenega substrata so minili 3 dnevi. 
3.2.11 Določanje pH substrata po gojenju 
Določanje pH substrata v sveže preraščenem substratu po gojenju je potekalo, kot so 
opisali raziskovalci Adinarayana in sod. (2004). V 4 g svežega preraščenega substrata 
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smo dodali 40 mL dH2O in stresali 20 min v ležečem položaju na stresalniku na 400 min
-
1 pri sobni temperaturi. Po stresanju smo tako pripravljene sveže preraščene substrate 
centrifugirali pri sobni temperaturi, 10 min pri 4000 x g, ter nato izmerili pH vzorcev. 
3.2.12 Določanje izgube suhe mase ter vode v substratu 
3.2.12.1 Določanje izgube suhe mase substrata 
Za določanje izgube suhe mase substrata smo izmerili maso praznih in polnih inokuliranih 
kozarcev s pokrovom pred inkubiranjem. Nato smo določili maso naključno izbranim 
sveže preraščenim biološkim vzorcem po enem, dveh in treh tednih inkubiranja (v temi 
pri 27,5 °C ali 23,5 °C). Prav tako smo za določitev izgube suhe mase potrebovali 
vsebnost vode v sveže preraščenem substratu v bioloških vzorcih. To smo določili tako, 
da smo 10 g izbranega sveže preraščenega substrata sušili pri 103 °C 24 ur. Delež izgube 
suhe mase smo preračunali po sledeči enačbi (enačbi 5 in 6): 
 
Δmsuha snov = msuha snov pred inkubacijo – msuha snov po inkubaciji        ... (5) 
 
% izgube suhe snovi = 100% - 
m (suha snov pred inkubacijo)−Δm (suha snov)
m (suha snov pred inkubacijo)
 x 100 %    ... (6) 
3.2.12.2 Izguba vode v substratu med inkubacijo 
Pri izgubi vode v substratu med inkubacijo upoštevamo izgubo vode, ki jo je micelij 
porabil bodisi za svoj metabolizem bodisi je izhlapela. Odstotek izgube vode med 
inkubacijo smo izračunali po naslednjih enačbah (enačbi 7 in 8): 
 
Δmizguba (suhe snovi + voda) = mvzorca pred inkubacijo (suha snov + voda) – mvzorca po inkubaciji (suha snovi + voda) 
Δmsuha snov = msuha snov pred inkubacijo – mvzorca po sušenju 
Δm izguba vode = Δm izguba (suhe snovi + voda) - Δmsuha snov          … (7) 
 
% izgube vode = 100 % - 
m (vode pred inkubacijo)−Δm (izguba vode)
m (vode pred inkubacijo)
 x 100%     ... (8) 
3.2.13 Določitev koncentracij ergosterola, monakolina K in citrinina v metanolnih 
ekstraktih suhega preraščenega substrata 
3.2.13.1 Priprava metanolnih ekstraktov suhega preraščenega substrata 
Metanolni ekstrakti suhega preraščenega substrata so bili pripravljeni na način, kot jih 
navaja Drvarič Talian (2015). H 1 g zmletega preraščenega in posušenega biološkega 
vzorca smo dodali 5 mL 80 % metanola in stresali na 400 min-1 v ležečem položaju na 
stresalniku 1 uro pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo tako pripravljene metanolne 
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vzorce suhega preraščenega substrata centrifugirali 10 min pri sobni temperaturi in 3.000 
 g, ter jih nato prefiltrirali skozi 0,45 µm filter. Tako pridobljene biološke vzorce 
metanolnega ekstrakta suhega preraščenega substrata smo uporabili za določitev 
koncentracij monakolina K, citrinina in ergosterola z uporabo HPLC metode.  
3.2.13.2 Določitev koncentracij monakolina K, citrinina in ergosterola z uporabo HPLC 
Za simultano določanje monakolina K v dveh različnih oblikah (lakton in metil ester), 
citrinina in ergosterola smo uporabili HPLC metodo. Spodnje meje za detekcijo in 
kvantifikacijo so predstavljene v preglednici 20. Za HPLC analizo smo uporabili Waters 
HPLC sistem 2965, opremljenim z razplinjevalnikom, kvarterno črpalko, 
avtomatiziranim vzorčevalnikom, fotodiodnim detektorjem in fluorescentnim 
detektorjem. Zaznava monakolina K in njegovih derivatov je potekala 
spektrofotometrično pri valovni dolžini 237 nm. Zaznava ergosterola je bila prav tako 
spektrofotometrična, in sicer pri valovni dolžini 282 nm. Zaznava citrinina je bila 
fluorimetrična, pri čemer je bila valovna dolžina vzbujanja λex = 331 nm in valovna 
dolžina sevanja λem = 500 nm. 
 
Pri delu smo uporabili kolono Kinetex C18 HPLC. Pretok mobilne faze je bil nastavljen 
na 1 mL/min. Pred HPLC analizo smo pripravili standard ergosterola, ki smo ga očistili, 
kot navajata Nylund in Wallander (1992). Na kratko, 0,1 g ergosterola (≥ 75 % čistoče) 
smo raztopili v 5 mL etanola in segrevali do pojava kristalov. Raztopino smo nato ohladili 
in prefiltrirali skozi 0,22 µm filter. Kristale ergosterola smo nato stehtali in jih raztopili v 
80 % metanolu, da smo dobili končno koncentracijo 60 g/ml. V HPCL kolono smo 
potem injicirali 60 – 600 ng pripravljenega ergosterola. Za ločevanje sekundarnih 
metabolitov (monakolin K (v obliki laktona in metilnega estra) in citrinin) ter ergosterola 
v metanolnih ekstraktih suhega preraščenega substrata M. purpureus ter standardnih 
raztopin smo uporabili gradient dveh mobilnih faz pri temperaturi 30 °C. Spiranje je bilo 
gradientno, in sicer smo za mobilno fazo A izbrali 0,1% trifluoroocetno kislino v ultra 
čisti H2O ter acetonitril za mobilno fazo B.  
 
Pretok gradienta smo prekinjali kot je navedeno: 0-0,5 min, 30 % B; 0,5-2,0 min, 30 %-
50 % B; 2,0-14,0 min, 50 % B; 14,0-17,5 min, 50 %-70 % B; 17,5-20,5 min, 70 % B; 
20,5-22,5 min, 70 %-100 % B; 22,5-62,5 min, 100 % B; 62,5-63,0 min, 100 %-30 % B; 
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Preglednica 20: Spodnje meje detekcije in kvantifikacije izbranih analitov 
Table 20: Lower limits of detection and quantification of selected analits 
Analit LOD (µg/g) LOQ (µg/g) 
Citrinin 0,015 0,049 
Monakolin K lakton 2,1 7 
Ergosterol 0,016 0,048 
 
Legenda: 
LOD = spodnja meja zaznave oz. detekcije izbranih metabolitov, ppm 
LOQ = spodnja meja določitve oz. kvantifikacije izbranih metabolitov, ppm 
 
Vsebnost citrinina, monakolina K in ergosterola smo izračunali po enačbi 9: 
msekundarnega metabolita na g suhe mase = 
(𝑐 𝑥 𝑉)
𝑚𝑇
         ... (9) 
 
Legenda: 
c = koncentracija citrinina/monakolina K/ergosterola v 80 % metanolni raztopini 
V = uporabljeni volumen 80 % metanolne raztopine, ki je bil uporabljen za 
ekstrakcijo (V= 5 mL) 
mT = masa biološkega vzorca, ki smo ga uporabili za ekstrakcijo (mT = 1 g) 
 
Retencijski čas za monakolin K, citrinin in ergosterol smo določili z injiciranjem 
standardnih raztopin omenjenih metabolitov, ki so znašali 6,7 min (citrinin), 18,2 min 
(monakolin K v laktonski obliki), 18,7 min (monakolin K v obliki metil estra) in 33,2 min 
(ergosterol). Vrhovi analiziranih spojin v vzorcih so bili dodatno potrjeni z dodatkom 
komercialnih standardov izbranih spojin k raztopinam vzorcev.  
3.2.14 Določanje hemolitične aktivnosti metanolnih ekstraktov suhega 
preraščenega substrata 
Za določitev hemolitične aktivnosti smo uporabili metanolne ekstrakte suhega 
preraščenega substrata, katerih priprava je opisana v poglavju 3.2.13.1. 
 
Za hemolizo smo uporabili prečiščene goveje rdeče krvničke v eritrocitnem pufru in 
biološke vzorce metanolnega ekstrakta suhega preraščenega substrata. Hitrost hemolize 
smo določili turbidimetrično z uporabo čitalca mikrotitrskih plošč pri 25 °C. Vzorce za 
analizo smo pripravili tako, da smo h 20 L metanolnim ekstraktom suhega preraščenega 
substrata (1 mg/mL) dodali 180 µL eritrocitne suspenzije s končno absorbanco 0,5 pri 
valovni dolžini 630 nm. Reakcija je potekala 20 min pri 630 nm. Vsak metanolni ekstrakt 
suhega preraščenega substrata smo pomerili v treh ponovitvah. Prav tako smo za 
primerjavo uporabili standard citrinina (1 mg/mL), ki smo ga pripravili enako kot 
metanolne ekstrakte suhega preraščenega substrata. Jakost hemolize smo izrazili kot 
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recipročno vrednost polovičnega časa hemolize (1/t50) oz. časa, v katerem navidezna 
absorbanca pri 630 nm pade na vrednost 0,25.  
3.2.15 Ekstrakcija pigmentov in določitev količine pigmentov 
Za ekstrakcijo pigmentov iz suhega preraščenega substrata smo uporabili protokol, kot 
ga navajata Dikshit in Tallapragada (2012). Enemu gramu suhega, preraščenega in 
zmletega substrata smo dodali 10 mL 96 % etanola in inkubirali 24 ur na stresalniku pri 
200 min-1 v ležečem položaju in pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo etanolne vzorce 
suhega preraščenega substrata pustili pri sobni temperaturi 15 min oz. do posedanja. Nato 
smo jih prefiltrirali z uporabo papirnatega filtra (0,45 µm). Z uporabo čitalca mikrotitrskih 
plošč smo pri 490 nm določili količino pigmentov v etanolnih ekstraktih suhega 
preraščenega substrata. Pridobljene vrednosti absorbance smo nato uporabili za določitev 
barvnih enot (ang. colour value units) po predlagani enačbi 10: 
 
𝐵𝑎𝑟𝑣𝑛𝑎 𝑒𝑛𝑜𝑡𝑎 =
(O.D x redčitev x volumen ekstrakta)
masa vzorca (g)
                       ... (10) 
3.2.15.1 Določanje pigmentov pri gojenju 6 različnih sevov Monascus purpureus 
Etanolne ekstrakte suhega preraščenega substrata smo pripravili za 3 biološke ponovitve 
izbranega seva gojenega na določenem trdnem substratu (riž ali mešanici prosa) ob 
izbrani časovni točki (7, 14 in 21 dni). Prav tako smo etanolne ekstrakte suhega 
preraščenega substrata pripravili iz nepreraščenih oz. nefermentiranih substratov, ki smo 
jih uporabili za kontrolo. Za vsak sev, gojen na določenem trdnem substratu ob izbrani 
časovni točki, smo pripravili 2 biološki ponovitvi, ki sta služili kot kontroli. 
3.2.15.2 Določanje pigmentov pri sogojenju Monascus purpureus z izbranimi glivami 
Etanolne ekstrakte suhega preraščenega substrata smo pripravili za 3 biološke ponovitve 
izbranega načina gojenja (monokultura ali sogojenje) na določenem trdnem substratu (riž 
ali mešanici prosa), ob določenih pogojih (23,5 °C ali 27,5 °C), načinu cepitve 
utekočinjenega micelija (istočasno ali zaporedno), na izbrani substrat in ob izbrani 
časovni točki (7, 14 in 21 dni). Prav tako smo etanolne ekstrakte pripravili iz suhih 
nepreraščenih oz. nefermentiranih substratov, ki smo jih uporabili za kontrolo. Slednje 
smo pripravili tako, da smo za vsak način gojenja pri različnih pogojih (temperatura, 
substrat, način cepitve utekočinjenega micelija) in ob izbrani časovni točki, pripravili 3 
neinokulirane biološke ponovitve, ki so služile kot kontrole. 
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3.2.16 Določitev encimske aktivnosti v vodnih ekstraktih sveže preraščenega substrata 
Glede na literaturo in navedene encimske aktivnosti smo se odločili za izvedbo testov na 
α-amilazno, proteazno in lipazno aktivnost. Za vsako biološko ponovitev smo izvedli tri 
tehnične ponovitve.  
3.2.16.1 Priprava vodnih ekstraktov svežega preraščenega substrata 
Za pripravo vodnih ekstraktov svežega preraščenega substrata smo h 20 g svežega 
preraščenega substrata (ali nepreraščenega substrata, ki je služil kot kontrola) dodali 20 
mL 20 mM TRIS pufra pH 6,5. Vzorce smo nato dve uri inkubirali v ležečem položaju 
na stresalniku pri 4 °C in 400 min-1. Po inkubaciji smo vzorce centrifugirali 10 min, pri 4 
°C in 5.000  g. Supernatant smo nato shranili pri -20 °C. Pred uporabo vodnih ekstraktov 
sveže preraščenega substrata smo jih ponovno centrifugirali 10 min, pri 4 °C in 10.000  
g in prenesli supernatant v čiste mikrocentrifugirke. Tako pripravljen in shranjen 
supernatant oz. vodni ekstrakt sveže preraščenega substrata smo uporabili za analize. Za 
določitev skupnih proteinov smo uporabili komercialni BCA test. Vodne ekstrakte sveže 
preraščenega substrata smo uporabili za določitev -amilazne, lipazne in proteaze 
aktivnosti. Za vsak biološki vzorec vodnega ekstrakta sveže preraščenega substrata smo 
naredili tri tehnične ponovitve. 
3.2.16.2 Test za določitev aktivnosti α-amilaz v vodnih ekstraktih 
Za določitev aktivnosti α-amilaz v vodnih ekstraktih sveže preraščenega substrata 
(postopek priprave je opisan v poglavju 3.2.16.1) smo uporabili spektrofotometrično 
metodo z uporabo DNS reagenta (12 g KNaC4H4O6·4H2O in 8 mL 2 M NaOH in 96 mM 
raztopina 3,5-dinitrosalicilne kisline). Za vsak vodni ekstrakt sveže preraščenega 
substrata smo naredili tri tehnične ponovitve, v katere smo dodali 100 µL (1% w/v) 
raztopine škroba v destilirani vodi in inkubirali 10 min pri 37 °C. Slep vzorec smo 
pripravili iz pufra (20 mM TRIS pufer pH 6,5.) in škrobne raztopine. Reakcijo smo nato 
ustavili z dodatkom 1 mL DNS reagenta ter inkubirali 5 min v vodni kopeli pri 100 °C. 
Produkcijo sproščenega sladkorja, ki se je sprostil iz škroba, smo izmerili z uporabo 
čitalca mikrotitrskih plošč pri 540 nm. Preostanek sladkorjev, ki se je sprostil iz škroba, 
smo ovrednotili kot ekvivalent maltoze iz umeritvene krivulje. Za umeritveno krivuljo 
smo uporabili različne koncentracije maltoze (0 mM, 10 mM, 20 mM in 40 mM). 
3.2.16.3 Test za določitev aktivnosti proteaz v vodnih ekstraktih 
Za določitev aktivnosti proteaz v vodnih ekstraktih sveže preraščenega substrata 
(postopek priprave je opisan v poglavju 3.2.16.1) smo uporabili spektrofotometrično 
metodo z uporabo Folin&Ciocalteu reagenta kot substrata. Dvajset µL vodnega ekstrakta 
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sveže preraščenega substrata smo inkubirali s 100 µL kazeina (0,65 %) raztopljenega v 
50 mM K-fosfatnem pufru, pH 7,5, 10 min pri 37 °C. Nato smo dodali 100 µL 110 mM 
trikloroocetne kisline (TCA) in tako pripravljene vzorce dodatno inkubirali 30 min pri 37 
°C. Po končani inkubaciji smo vzorce centrifugirali pri sobni temperaturi in 10.000 x g 
10 min. Za negativno kontrolo smo uporabili 100 µL kazeina, ki smo ga inkubirali 10 min 
pri 37 °C in mu nato dodali 100 µL TCA in 20 µL vodnega ekstrakta sveže preraščenega 
substrata. Po inkubaciji smo iz pripravljenih vzorcev (tehničnih ponovitev) prenesli po 
40 µL supernatanta v mikrotitrsko ploščo (96-well) ter dodali 100 µL Na2CO3 in 20 µL 
Folin&Ciocalteu reagenta. Po 30 min inkubaciji pri 37 °C smo počakali, da se je 
mikrotitrska plošča ohladila na sobno temperaturo, in nato izmerili absorbanco pri 600 
nm z uporabo čitalca mikrotitrskih plošč. Za pripravo kalibracijske krivulje smo namesto 
vodnega ekstrakta uporabili raztopine L-tirozina (0 - 1,1 mM). Specifično encimsko 
aktivnost smo definirali kot količino sproščenega tirozina (v µmol) v 1 minuti na 1 mg 
raztopljenih proteinov.  
3.2.16.4 Test za določitev aktivnosti lipaz v vodnih ekstraktih 
Lipazno aktivnost v vodnih ekstraktih sveže preraščenega substrata (postopek priprave je 
opisan v poglavju 3.2.16.1) smo določali spektofotometrično z uporabo para-nitrofenil 
butirata (pNPB) kot substrata. Za vsak vodni ekstrakt sveže preraščenega substrata smo 
izvedli tri tehnične ponovitve, v katere smo dodali 450 µL pufra (100 mM Na-fosfatni 
pufer s 150 mM NaCl in 0,5% (v/v) Triton-X-100, pH 7,2) in 5 µL raztopine pNPB (iz 
matične raztopine 50 mM pNPB v acetonitrilu) ter reakcijsko zmes premešali in inkubirali 
5 min pri 37 °C. Po inkubaciji smo dodali 45 µL encimskega ekstrakta ter dodatno 
inkubirali 10 min pri 37 °C. Za pripravo slepega vzorca smo namesto encimskega 
ekstrakta uporabili 45 µL dH2O. Reakcijo smo nato ustavili z dodatkom 750 µL acetona 
in reakcijsko zmes centrifugirali 10 min pri sobni temperaturi in 5.000 x g. Po 
centrifugiranju smo prenesli 200 µL supernatanta v mikrotitrsko ploščo (96-well) in 
pomerili absorbanco pri 405 nm z uporabo čitalca mikrotitrskih plošč. Specifično 
encimsko aktivnost smo definirali kot količino sproščenega para-nitrofenola, pNP (µmol) 
v 1 min na 1 mg raztopljenih proteinov. 
3.2.16.5 Test za določitev skupnih proteinov (BCA test) v vodnih ekstraktih 
Za določitev skupnih proteinov smo uporabili komercialni BCA test. Za vsak vodni 
ekstrakt sveže preraščenega substrata smo naredili tri tehnične ponovitve. K 10 µL 
vodnega ekstrakta suhega preraščenega substrata (postopek priprave je opisan v poglavju 
3.2.16.1) smo dodali 190 µL komercialne raztopine BCA reagentov A in B v volumskem 
razmerju 50:1. Za pripravo slepih vzorcev smo namesto vodnega ekstrakta sveže 
preraščenega substrata uporabili TRIS pufer (20 mM TRIS pufer pH 6,5). Temu je sledila 
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30 min inkubacija pri 37 °C, nato pa smo izmerili absorbanco pri 550 nm z uporabo čitalca 
mikrotitrskih plošč. 
3.2.17 Določitev vsebnosti D-glukoze v vzorcih 
Vsebnost D-glukoze v vodnih ekstraktih sveže preraščenega substrata (postopek je opisan 
v poglavju 3.2.16.1), za izbran biološki vzorec, smo izmerili z uporabo spektrofotometra 
in komercialnega testa »Megazyme D-glucose assay« (glukoza-oksidaza/peroksidaza, 
GOPOD reagent). Uporabili smo 1 mL GOPOD reagenta, ki smo mu dodali 33,3 µL 
izbranega vodnega ekstrakta sveže preraščenega substrata. Reakcija je potekala pri 50 °C 
20 min, nato smo z uporabo čitalca mikrotitrskih plošč izmerili absorbanco pri 490 nm. 
Za izračun vsebnosti D-glukoze v vzorcih smo pripravili standardno raztopino glukoze 
(1,0 mg/mL). Vsebnost D glukoze smo preračunali po enačbi 11: 
 
𝑉𝑠𝑒𝑏𝑛𝑜𝑠𝑡 𝐷 − 𝑔𝑙𝑢𝑘𝑜𝑧𝑒 (µg/0,1mL) =
∆𝐴 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎
∆𝐴 𝐷−𝑔𝑙𝑢𝑘𝑜𝑧𝑒 𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑.𝑟𝑎𝑧𝑡.(100 µ𝑔)
𝑋 100  ... (11) 
3.2.18 Statistična obdelava podatkov 
Za statistično obdelavo podatkov smo uporabili dvosmerno ANOVA, s katero smo 
analizirali statistične razlike med biološkimi vzorci tako vodnih ekstraktov sveže 
preraščenega substrata, kot tudi etanolnih (vsebnost rdečih pigmentov) in metanolnih 
ekstraktov suhega preraščenega substrata (vsebnost monakolina K, citrinina in 
ergosterola). Prav tako smo statistično ovrednotili izgubo suhe mase, spremembo 
vrednosti pH, hemolitično aktivnost v metanolnih ekstraktih suhega preraščenega 
substrata, vsebnost vode v sveže preraščenih bioloških vzorcih, ki smo jih gojili pri 
različnih pogojih (temperatura in način cepitve utekočinjenega micelija) in substratih (riž 
in mešanica prosa). Za primerjavo parov smo naknadno uporabili Holm-Bonferroni test, 
p < 0,05. Celotna analiza je bila narejena v programu R v3.2 z uporabo knjižnice 
Agricolae v1.2-8.  
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
Cilji doktorske naloge so bili določiti optimalne pogoje gojenja (temperatura, čas gojenja 
in način gojenja), pri katerih bi dosegli najvišjo biosintezo farmakološko zanimivega 
metabolita monakolina K ali odsotnost biosinteze hepato- in nefrotoksina citrinina s strani 
glive M. purpureus. Zanimal nas je tudi odziv M. purpureus ob srečanju z izbrano 
saprofitsko glivo na nivoju biosinteze sekundarnih metabolitov (pigmenti, citrinin in 
monakolin K). V ta namen smo najprej izpeljali sogojenje na PDA mediju. Na podlagi 
zanimive interakcije smo izbrali seve izbranih gliv, ki smo jih nato gojili na trdnem 
substratu. Zanimalo nas je, ali ob sogojenu pride do povečanja ali zmanjšanja vsebnosti 
sekundarnih metabolitov (monakolin K, citrinin), pigmentov in ostalih izbranih 
parametrov. Omeniti je potrebno, da pigmenti, ki jih proizvaja rod Monascus v EU in 
ZDA, niso potrjeni za uporabo v živilski industriji, predvsem zaradi možne vsebnosti 
nefrotoksina citrinina (Hajjaj in sod., 2012). EK je v regulativi št. 212/2014 (López 
Sánchez in sod., 2017) predpisala maksimalne vrednosti citrinina, ki jih izdelki oz. 
prehranska dopolnila M. purpureus lahko vsebujejo, in znašajo 2 µg/g. Poraba pigmentov, 
ki jih biosintetizira gliva M. purpureus, se z leti povečuje, s 600 ton leta 1992 na 1500 
ton leta 2007 (Mostofa in Saad, 2014; Tolborg in sod., 2017). V ta namen je veliko 
raziskav osredotočenih na optimizacijo biosinteze rdečih barvil. 
 
Učinek sogojenja na biosintezo izbranih parametrov smo preverili tako v tekočem, kot 
tudi na trdnem gojišču in analizirali skupno količino citrinina ter monakolina K v vzorcu. 
V primeru gojenja na trdnem gojišču smo večji nabor izbranih gliv najprej sogojili z M. 
purpureus BCRC 31615 na PDA mediju. Interakcijo smo na podlagi takega sogojenja 
najprej vizualno ovrednotili na fizičnem nivoju in nato na kemijskem. Glede na določen 
tip interakcije smo se odločili za ožji izbor višjih gliv (F. velutipes in T. versicolor), ki 
smo jih nato uporabili za sogojenje na trdnem substratu. Pred izvedbo sogojenja smo 
ravno tako predhodno izbrali najboljši sev M. purpureus, ki v monokulturi ni 
biosintetiziral citrinina. Izbrane glive smo nato gojili oz. sogojili na trdni podlagi in 
ovrednotili vpliv interakcije za izbrane parametre. Poleg optimizacije gojenja je sledila 
tudi optimizacija postopka izolacije sekundarnih metabolitov pri M. purpureus. Pri vseh 
vzorcih smo vsebnosti citrinina, monakolina K in ergosterola določili s tekočinsko 
kromatografijo visoke ločljivosti v nizkih koncentracijah. Vsebnost pigmentov v vzorcih 
smo določili z uporabo čitalca mikrotitrskih plošč pri 490 nm, saj so pigmenti, ki jih 
biosintetizira M. purpureus, industrijsko pomembni pri obarvanju hrane. 
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4.1 VPLIV NAČINA GOJENJA NA RAST GLIVE Monascus purpureus, 
BIOSINTEZO SEKUNDARNIH METABOLITOV IN OSTALIH 
PARAMETROV TER IZBOR NAJPRIMERNEJŠEGA NAČINA GOJENJA 
Ker na stabilnost pigmentov in monakolina K vpliva več dejavnikov, smo v ta namen v 
prvem delu raziskovali vpliv različnih pogojev na njuno biosintezo. Mednje spadajo: 
gojenje v tekočem ali trdnem gojišču, vpliv obdelave in priprave substrata (vsebnost vode 
v substratu in dolžina kuhanja substrata), vpliv posode in njene polnitve, v kateri poteka 
fermentacija oz. gojenje, ter uporaba filtra za izmenjavo plinov. Preverjali smo tudi vpliv 
zaključnih procesov (temperatura sušenja svežega preraščenega substrata, način 
vzorčenja, čas od mletja posušenega in preraščenega substrata do priprave metanolnih 
ekstraktov suhega preraščenega substrata in izvedbe HPLC analize) na stabilnost 
sekundarnih metabolitov in ergosterola. Z rezultati smo poglobili razumevanje o vplivu 
različnih dejavnikov, na podlagi katerih smo nato izvedli nadaljnje raziskave. Posvečali 
smo se optimizaciji priprave substrata in zaključnih procesov, ki vplivajo tako na 
stabilnost monakolina K kot na vsebnost pigmentov. 
 
V tem poglavju so z referenčnimi slikami predstavljeni rezultati različnih načinov 
gojenja, kjer je tudi obrazloženo, kaj smo testirali. Prav tako so ponekod izvedeni testi z 
uporabo seva M. purpureus BCRC 31615, ki smo ga v začetni fazi uporabili za gojenje 
oz. sogojenje, saj smo med tem časom pridobivali druge seve M. purpureus. Vseh 6 
različnih sevov M. purpureus smo nato gojili na trdnem substratu in analizirali 
sekundarne metabolite (citrinin, monakolin K) in ergosterol z uporabo HPLC. V ta namen 
smo pripravili metanolne ekstrakte suhega preraščenega substrata. Razumevanje o 
biosintezi pigmentov smo poglobili s pripravo in analizo etanolnih ekstraktov suhega 
preraščenega substrata. Na podlagi prejetih rezultatov smo se nato odločili za izbor 
najprimernejšega seva M. purpureus in sicer MOPU GS1. Za lažjo predstavo so na sliki 
10 prikazani poskusi, ki so predstavljeni v tem poglavju. 
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Slika 10: Shematski prikaz poskusov, ki so predstavljeni poglavju 4.1.1 
Figure 10: Scheme of experimets presented in chapter 4.1.1 
4.1.1 Vpliv sogojenja izbranih saprofitskih gliv z Monascus purpureus BCRC 
31615 na PDA mediju 
Sogojenje z M. purpureus BCRC 31615 smo izvedli z glivami Agrocybe aegerita, 
Chondrostereum purpureum, Cordyceps militaris, Flammulina velutipes, Ganoderma 
lucidum, Gleophyllum trabeum, Gymnopilus penetrans, Hypsizygus ulmarius, Inonotus 
obliquus, Lentinula edodes, Monascus ruber, Pleurotus ostreatus, Poria cocos, 
Fibroporia vaillantii in Trametes versicolor. Ker nas je zanimala interakcija med 
sogojenimi glivami na kemijskem nivoju ob stiku dveh gliv, smo M. purpureus BCRC 
31615 zaradi počasne rasti predhodno gojili pri temperaturi 25 °C. Glivna banka Global 
Catalogue of Microorganisms za taisti sev sicer navaja optimalno temperaturo rasti pri 24 
°C (GCM, 2019). 
 
V poglavju so predstavljene referenčne slike sogojenja M. purpureus BCRC 31615 s F. 
velutipes FLVE, pri kateri je prišlo do inhibicijske cone (slika 11), s P. ostreatus PLO5, 
pri kateri je prišlo do popolnega prerasta (slika 12) in s T. versicolor TV, pri kateri je 
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sprva prišlo do inhibicijske cone in nato do prerasta (slika 13). Celovit prikaz 
ovrednotenja interakcije med sogojenima glivama je predstavljen v preglednici 21.  
  
Slika 11: Sogojenje Monascus purpureus BCRC 31615 (oranžnen micelij) s Flammulina velutipes FLVE 
(bel micelij). Sekvenčno fotografiranje je potekalo 28 dni  
Figure 11: Cocultivation of Monascus purpureus BCRC 31615 (orange mycelium) with Flammulina 
velutipes FLVE (white mycelium). Sequential photography lasted for 28 days 
 
Slika 12: Sogojenje Monascus purpureus BCRC 31615 (oranžen micelij) s Pleurotus ostreatus PLO5 (bel 
micelij). Sekvenčno fotografiranje je potekalo 58 dni 
Figure 12: Cocultivation of Monascus purpureus BCRC 31615 (orange mycelium) with Pleurotus ostreatus 
PLO5 (white mycelium). Sequential photography lasted for 58 days 
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Slika 13: Sogojenje Monascus purpureus BCRC 31615 (oranžen micelij) s Trametes versicolor TV (bel 
micelij). Sekvenčno fotografiranje je potekalo 58 dni 
Figure 13: Cocultivation of Monascus purpureus BCRC 31615 (orange mycelium) with Trametes 
versicolor TV (white mycelium). Sequential photography lasted for 58 days 
 
Ravno zaradi zanimive interakcije med M. purpureus BCRC 31615 s F. velutipes FLVE, 
smo pri slednjima predhodno prekinili sogojenje in sveže preraščeno petrijevko odnesli 
na HPLC analizo. Na sliki 14 so prikazana vzorčna mesta, ki so bila vzeta za HPLC 
analizo, saj nas je zanimalo dogajanje na kemijskem nivoju na izbranih točkah prerasta 
gliv. Podrobnejši opis postopka je opisan v magistrski nalogi Drvarič Talian (2015). Na 
kratko je priprava vzorca potekala, da smo izrezali cca 1 cm2 glive s PDA medijem. 
Vzorec smo nato prenesli v 50 mL polipropilensko centrifugirko in dodali 20 mL etil 
acetata ter pri sobni temperaturi pustili stati 2 uri. Nato smo iz centrifugirke odpipetirali 
1 mL raztopine v stekleno vialo in pod tokom dušika odparili topilo. Postopek sušenja 
smo v isti viali ponovili še dvakrat. Suh preostanek smo raztopili v 300 µL metanolu ter 
10 µL tako pripravljene biološke vzorce metanolne raztopine iz svežega PDA medija 
injicirali na kolono. Po HPLC analizi smo prišli do ugotovitve, da je količina vzorca 
premajhna za kvalitetno analizo in prišli do zaključka, da je potrebno pripraviti večje 
količine sveže preraščenih in posušenih vzorcev. Kar smo zagotovili s poskusi gojenja na 
trdnem substratu. 
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Slika 14: Prikaz vzorčnih mest, ki smo jih uporabili za HPLC analizo: monokulturi (1) Flammulina 
velutipes FLVE, (2) Monascus purpureus BCRC 31615, prikaz sogojenja (3) Flammulina velutipes FLVE, 
(4) točka inhibisijskega območja in (5) Monascus purpureus BCRC 31615 
Figure 14: Samples which were analysed with HPLC method: monocultures of (1) Flammulina velutipes 
FLVE and (2) Monascus purpureus BCRC 31615, cocultivation of (3) Flammulina velutipes FLVE and (5) 
Monascus purpureus BCRC 31615 with (4) inhibition spot 
 
Preglednica 21: Predstavitev rezultatov sogojenja katerega seva Monascus purpureus BCRC 31615 z 
drugimi glivami, ovrednotenje interakcije in komentar našega opažanja 
Table 21: Cocultivation results of Monascus purpureus BCRC 31615 with other fungi, our analysis of 
interaction with coments and observations 
Sogojenje Št. dni 
gojenja 
Interakcija Komentar oz. opažanje Prikaz gojenja 
Agrocybe 
aegerita 
58  Antagonizem Prerast glive M. purpureus 
BCRC 31615 s strani A. aegerita 
samo na enem mestu po 14 dneh 
sogojenja. Nato je potekalo 
preraščanaje z enega mesta. Na 






58 Antagonizem Začetek frontalnega prerasta 
glive M. purpureus BCRC 
31615 s strani C. purpureum po 
4 dneh sogojenja, popoln prerast 
je dosežen po 14 dneh sogojenja. 
Na sliki je prikazano stanje po 9 
dneh sogojenja.   
Cordyceps 
militaris 
58 Sožitje ali 
antagonizem 
Počasna rast glive C. militaris. 
Po 21 dneh je prišlo do okužbe 
zaradi pršic in ni možna 
natančna določitev interakcije. 
Na sliki je prikazano stanje po 15 







Pojav inhibicijske cone po 7 
dneh sogojenja, ki se je ohranila 
tekom celotnega sogojenja. Na 
sliki je prikazano stanje po 9 
dneh sogojenja. (Celoten prikaz 
sogojenja je prikazan na sliki 
11).  
 
                     Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 21 
Sogojenje Št. dni 
gojenja 
Interakcija Komentar oz. opažanje Prikaz gojenja 
Ganoderma 
lucidum 
58 Antagonizem Začetek prerasta glive M. 
purpureus BCRC 31615 s strani 
G. lucidum po 11 dneh sogojenja 
samo na enem mestu, popoln 
prerast je dosežen po 21 dneh 
sogojenja. Na sliki je prikazano 
stanje po 14 dneh sogojenja.  
Gloeophyllum 
trabeum 
58 Antagonizem Začetek prerasta glive M. 
purpureus BCRC 31615 s strani 
G. trabeum po 9 dneh sogojenja, 
nato je sledila pospešena rast 
samo z enega mesta. Po 21 dneh 
sogojenja je sledilo preraščanje 
iz dodatnih mest. Slika prikazuje 
stanje po 23 dneh sogojenja.  
Hypsizygus 
ulmarius 
58 Antagonizem Začetek prerasta glive M. 
purpureus BCRC 31615 s strani 
H. ulmarius pri 7 dneh 
sogojenja. Sledila je pospešena 
rast samo z enega mesta. Popoln 
prerast je dosežen po 9 dneh 
sogojenja. Slika prikazuje stanje 




58 Antagonizem Začetek prerasta glive M. 
purpureus BCRC 31615 s strani 
I. obliquus po 7 dneh sogojenja, 
nato je potekalo preraščnaje iz 
enega mesta. Popoln prerast je 
dosežen po 19 dneh sogojenja. 




58 Antagonizem  Prerast glive M. purpureus 
BCRC 31615 s strani L. edodes 
samo na določenem mestu po 7 
dneh sogojenja. Popoln prerast je 
dosežen po 23 dneh sogojenja. 
Na sliki je prikazano stanje po 14 






Počasna rast M. ruber. Ni prišlo 
do interakcije. Ocenjujemo, da bi 
moralo sogojenje potekati brez 
predhodnega prerasta M. 
purpureus BCRC 31615. Slika 
prikazuje stanje po 58 dneh 
sogojenja. 
 
    Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 21 
Sogojenje Št. dni 
gojenja 
Interakcija Komentar oz. opažanje Prikaz gojenja 
Pleurotus 
ostreatus H35 
58 Antagonizem Prerast glive M. purpureus 
BCRC 31615 s strani P. 
ostreatus H35 samo na 
določenem mestu po 7 dneh 
sogojenja. Sledil je počasen 
frontalni prerast in hitrejši 
prerast z enega mesta po 21 dneh 
sogojenja. Slika prikazuje stanje 





58 Antagonizem Ciklična rast P. ostreatus PLO5 
samo na določenem mestu po 
dneh sogojenja. Sledil je 
frontalni prerast glive M. 
purpureus BCRC 31615 s strani 
P. ostreatus PLO5. Slika 
prikazuje stanje po 9 dneh 
sogojenja. 
 
Poria cocos 58 Antagonizem Prerast glive M. purpureus 
BCRC 31615 s strani P. cocos 
samo na določenem mestu po 7 
dneh sogojenja. Nato je prišlo do 
okužbe zaradi pršic. Na sliki je 
prikazano stanje po 7 dneh 
sogojenja (pred okužbo).  
Fibroporia 
vaillantii 
58 Antagonizem Prerast glive M. purpureus 
BCRC 31615 s strani F. 
vaillantii na nekaj mestih po 9 
dneh sogojenja. Pri 11 dneh 
sogojenja smo zaznali hitrejšo 
rast samo z enega mesta. Na sliki 




58 Antagonizem Prerast glive M. purpureus 
BCRC 31615 s strani T. 
versicolor TV na enem mestu po 
7 dneh sogojenja, ki je nato 
počasi potekalo do konca 
sogojenja. Na sliki je prikazano 





58 Antagonizem Prerast glive M. purpureus 
BCRC 31615 s strani T. 
versicolor TVER na nekaj 
mestih po 9 dneh sogojenja. Nato 
je pri 14 dneh prišlo do okužbe 
zaradi pršic in ni možna 
natančna določitev interakcije. 
Na sliki je prikazano stanje po 9 
dneh sogojenja. 
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4.1.2 Vpliv temperature na gojenje seva Monascus purpureus BCRC 31615 na 
PDA mediju 
Zaradi počasne rasti seva M. purpureus BCRC 31615 pri 25 °C smo, kjub navedbi 
optimalne temperature rasti s strani Global Catalogue of Microorganisms, želeli preveriti 
rast pri različnih temperaturah. Na podlagi slike 15 smo najhitrejšo rast opazili pri 30 °C 
po 17-dnevnem gojenju na PDA mediju (slika 15 B). 
   
     A      B      C  
Slika 15: Vpliv temperature na gojenja glive Monascus purpureus BCRC 31615 pri 8 dneh (A), 17 dneh 
(B) in 27 dneh (C) 
Figure 15: Effect of temperature on growth of Monascus purpureus BCRC 31615 at day 8 (A), 17 (B) 
and 27 (C) 
4.1.3 Vpliv temperature na sogojenje gliv Bjerkandera adusta, Flammulina 
velutipes in Gymnopilus penetrans z Monascus purpureus BCRC 31615 na 
PDA mediju 
Sočasno kot je potekalo gojenje M. purpureus BCRC 31615 pri različnih temperaturah, 
smo pripravili kombinacije sogojenja M. purpureus BCRC 31615 z glivami B. adusta, F. 
velutipes FLVE ali G. penetrans, saj smo želeli preveriti, kako se obnašata sogojeni glivi 
pri inkubacijski temperaturi 25 °C in 30 °C.  
 
Pri temperaturi 25 °C raste B. adusta (slika 16) bistveno hitreje kot pri 30 °C in po 14 
dneh sogojenja popolnoma preraste M. purpureus BCRC 31615. Vendar je bila rast M. 
purpureus BCRC 31615 pri višji temperaturi gojenja (30 °C) hitrejša, medtem ko raste 
gliva B. adusta zelo počasi in ni prerastla M. purpureus BCRC 31615.  
 
30 °C 30 °C 30 °C 
25 °C 25 °C 25 °C 
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Slika 16: Sogojenje gliv Bjerkandera adusta in Monascus purpureus BCRC 31615 pri 25 °C (A) in 30 °C 
(B) 
Figure 16: Cocultivation of Bjerkandera adusta and Monascus purpureus BCRC 31615 at 25 °C (A) and 
30 °C (B) 
Pri temperaturi 25 °C raste F. velutipes FLVE (slika 17) hitreje kot pri 30 °C, medtem ko 
raste M. purpureus BCRC 31615 hitreje pri višji temperaturi. Na podlagi rezultata 
njunega sogojenja pri različnih temperaturah lahko zaključimo, da temperatura ne vpliva 
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Slika 17: Sogojenje gliv Flammulina velutipes in Monascus purpureus BCRC 31615 pri 25 °C (A) in 30 
°C.(B)  
Figure 17: Cocultivation of Flammulina velutipes and Monascus purpureus BCRC 31615 at 25 °C (A) and 
30 °C (B) 
Pri sogojenju G. penetrans in M. purpureus BCRC 31615 (slika 18) je pri temperaturi 30 
°C opaziti hitrejšo rast G. penetrans, ki popolnoma preraste M. purpureus BCRC 31615 
po 14 dneh sogojenja. V primeru gojenja na temperaturi 25 °C je pri obeh glivah opaziti 
počasnejšo rast, vendar ne pride do prerasta G. penetrans.  
 
Na podlagi rezultatov smo se odločili, da bomo za sogojenje M. purpureus BCRC 31615 
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Slika 18: Sogojenje gliv Gymnopilus penetrans in Monascus purpureus BCRC 31615 pri 25 °C (A) in 30 
°C.(B)  
Figure 18: Cocultivation of Gymnopilus penetrans and Monascus purpureus BCRC 31615 at 25 °C (A) and 
30 °C (B) 
4.1.4 Vpliv sogojenja izbranih saprofitskih gliv z Monascus purpureus BCRC 
31615 na PDA mediju z in brez pregrade 
Ker nas je zanimala interakcija med glivama ob srečanju, smo v ta namen poskusili 
gojenje s pregrado. Na ta način smo želeli zagotoviti ravno linijo med glivama in večjo 
količino sveže preraščenega substrata, iz katerega bi pripravili metanolni ekstrakt za 
HPLC analizo. Glede na rezultate prikazane na slikah 19 in 20 pregrada le začasno ustavi 
rast izbrane saprofitske glive (F. velutipes FLVE, G. trabeum GT ter P. ostreatus PLO5). 
Prav tako je bila rast vseh izbranih saprofitskih gliv hitrejša od rasti M. purpureus BCRC 
31615. V primeru seva P. ostreatus PLO5 (slika 20) je prišlo do prerasta micelija tako 
čez kot tudi pod pregrado. Zato odvzem večje količine sveže preraščenega substrata ob 
srečanju obeh gliv ni možen. Zaradi tega smo tak način sogojenja opustili in poskusili 
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Slika 19: Prikaz sogojenja z ali brez pregrade z uporabo cepičev: Flammulina velutipes FLVE brez (A) in 
s pregrado (B), Gloeophyllum trabeum GT brez (C) in s pregrado (Č) ter Pleurotus ostreatus PLO5 brez 
(D) in s pregrado (E). Sogojenje je potekalo 7 dni, v temi, pri 27,5 °C 
Figure 19: Cocultivation of Monascus purpureus BCRC 31615 with three differen fungi with and without 
barrier. Flammulina velutipes FLVE without (A) and with barrier (B), Gloeophyllum trabeum GT without 
(C) and with barrier (Č) ter Pleurotus ostreatus PLO5 without (D) and with barrier (E). Cocultivation lasted 
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Slika 20: Prikaz prerasta Pleurotus ostreatus PLO5 čez pregrado. Gojenje je potekalo 7 dni, v temi, pri 27,5 
°C 
Figure 20: Growth of Pleurotus ostreatus PLO5 over the barrier. Cultivation lasted 7 days in the dark at 
27,5 °C 
4.1.5 Vpliv sogojenja Monascus purpureus BCRC 31615 s Trametes versicolor na 
PDA mediju v žlebičkih in pravokotnih cepičih 
Ker smo želeli ovrednotiti kemijski nivo ob stiku dveh gliv, smo preizkusili gojenje z 
žlebički v PDA mediju in pravokotnimi cepiči. Na ta način smo želeli zagotoviti več 
biološkega materiala in enakovredno razmerje obeh gliv ob njunem stiku. Predvidevali 
smo, da bi tako lažje ovrednotili medsebojni vpliv.  
 
Dva vzporedna žlebička sta bila narejena v PDA medij z uporabo treh različnih modelirk 
za glino (slika 21 A) v treh različnih petrijevkah s PDA medijem. V vsako petrijevko 
(slika 21 B) smo v levi žlebiček nacepili 1 mL inokuluma T. versicolor (slika 21 C) ter v 
desni žlebiček 1 mL inokuluma M. purpureus BCRC 31615. V primeru gojenja s 
pravokotnimi cepiči smo najprej iz sveže preraščenega PDA medija s strani M. purpureus 
BCRC 31615 izrezali pravokotnik in ga prenesli na desno stran svežega PDA medija. Na 
levo stran smo prenesli pravokotni cepič T. versicolor, ki smo ga izrezali iz preraščenega 







A  B  C 
Slika 21: Prikaz uporabe treh različnih modelirk za oblikovanje gline ((A), od zgoraj navzdol 1, 2 in 3), 
izdelovanje žlebičkov v PDA medij (B) in cepitev utekočinjenega micelija (C) 
Figure 21: We used three different clay modelling tools ((A), 1, 2 and 3 from top to bottom) for gutter 
preparation in the PDA media (B) and inoculation (C) 
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Slika 22: Prikaz sogojenja glive Monascus purpureus BCRC 31615 s Trametes versicolor TVER v 
žlebičkih (modelirka 1 = (A), modelirka 2 = (B) in modelirka 3 = (C) ter pravokotna cepiča (Č). Sogojenje 
je potekalo 7 dni, v temi, pri 27,5 °C 
Figure 22: Cocultivation of Monascus purpureus BCRC 31615 with Trametes versicolor TVER in the 
gutter (modelling tool 1 = (A), modelling tool 2 = (B) and modelling tool 3 = (C) and using rectangle 
mycelial agar piece (Č). Cocultivation lasted 7 days in the dark at 27,5 °C 
 
Ob sogojenju M. purpureus BCRC 31615 s T. versicolor TVER z uporabo žlebičev in 
pravokotnega cepiča smo dobili večjo količino biološkega materiala oz. sveže 
preraščenega micelija na PDA mediju (slika 22) kot v primeru uporabe okroglih cepičev 
(slika 19). Kljub večji količini biološkega vzorca pri uporabi pravokotnih cepičev ali 
žlebičev na coni stika, nismo dosegli zadostne količine sveže preraščenega micelija, ki bi 
ga lahko uporabili za izvedbo kvalitetne HPLC analize bioloških vzorcev. Zato smo tak 
način sogojenja opustili. 
4.1.6 Vpliv gojenja Monascus purpureus BCRC 31615 v monokulturi in sogojenje 
z glivami Chondrostereum purpureum ter Flammulina velutipes v tekočem 
gojišču 
V primeru gojenja in sogojenja glive M. purpureus BCRC 31615 s F. velutipes FLVE in 
C. purpureum v tekočem gojišču (slika 23) smo za analizo sekundarnih metabolitov 
uporabili enostaven postopek priprave biološkega vzorca preko direktne ekstrakcije 
analitov iz posušenega tekočega gojišča z nepolarnim topilom. S HPLC analizo smo 
ugotovili, da je monakolin K v vzorcih prisoten pod mejo zaznave. Razlog je lahko v 
neprimerni pripravi vzorca ali v nizki koncentraciji analitov, kar je lahko povezano s 
pogoji gojenja gliv, tako v monokulturi kot pri sogojenju. Zaradi tega smo opustili gojenje 
v tekočem gojišču, čeprav nismo izvedli ekstrakcije iz glivne biomase, v kateri 
predvidevamo, da bi zaznali pigmente. Ob gojenju v tekočem gojišču se nahajajo 
pigmenti v miceliju oz. notranjosti celic (Manan in sod., 2017). 
 
Ravno zaradi nezmožnosti detekcije sekundarnih metabolitov preko direktne ekstrakcije 
analitov iz posušenega tekočega gojišča z nepolarnim topilom in majhnih količin biomase 
gliv, ki so bile gojene na PDA mediju, smo se odločili za gojenje na trdni podlagi z 
uporabo riža ali prosa. Različne raziskovalne skupine navajajo, da ima fermentacija oz. 
gojenje na trdni podlagi zaradi večjega donosa, v primerjavi z gojenjem v tekočem 
gojišču, velik potencial (Panda in sod., 2010; Patakova in sod., 2015). Yii-Lih in sod. 
C A B Č 
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(2008) predlagajo, da so za laboratorijske analize primerni poskusi v kozarcih ali v 
plastičnih vrečkah.  
 
 A  B  C 
Slika 23: Prikaz načina gojenja v tekočem gojišču (A) monokultura Monascus purpureus BCRC 31615 (B) 
sogojenje Monascus purpureus BCRC 31615 z glivo Flammulina velutipes FLVE in (C) Monascus 
purpureus BCRC 31615 z glivo Chondrostereum purpureum. Sogojenje je potekalo 14 dni, v temi pri 25 
°C in konstantnem mešanju (150 min-1) 
Figure 23: Cultivation in liquid media (A) monoculture of Monascus purpureus BCRC 31615 (B) 
cocultivation of Monascus purpureus BCRC 31615 with Flammulina velutipes FLVE and (C) Monascus 
purpureus BCRC 31615 with Chondrostereum purpureum. Cocultivation lasted 14 days in the dark at 25 
°C and in a shaker (150 rpm) 
4.1.7 Vpliv dolžine kuhanja riža, kot hranilnega substrata, na fizikalno kemijske 
lastnosti in vsebnost vode v rižu  
Preverjali smo vpliv različno kuhanega riža, ki smo ga pred sterilizacijo predhodno kuhali 
v kuhalniku za riž, na prerast T. versicolor TVER in M. purpureus BCRC 31615. Na 
slikah 24, 25 in 26 so prikazane samo referenčne slike sogojenja. Vsebnosti vode v rižu, 
glede na predhodno obdelavo riža pred sterilizacijo, so prikazane v preglednici 22. 
 
Pri ponovitvi 1/1 (slika 24 A in B) je opaziti oranžno črto, za katero predpostavljamo, da 
je posledica delovanja M. purpureus BCRC 31615 ob srečanju s T. versicolor TVER. 
Prav tako lahko opazimo sicer šibkejšo oranžno barvo pri vzorcu 1/2. Pri rižu, ki smo ga 
kuhali 10 min (vsebnost vode 10 min = 39,98 %), je prišlo do boljšega in večjega razrasta 
glive T. versicolor TVER (slika 24) v primerjavi z daljšim časom kuhanja (20 min (slika 
25) in 30 min (slika 26)).  
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Slika 24: Sogojenje Monascus purpureus BCRC 31615 in Trametes versicolor TVER na rižu kuhanem 10 
min. Prikaz rezultata od spredaj (A) in zadaj (B), po 35 dneh sogojenja pri 27,5  
Figure 24: Cocultivation of Monascus purpureus BCRC 31615 and Trametes versicolor TVER on rice that 
was cooked for 30 min photographed from the front (A) and back (B), after 35 days of cultivation at 27,5 
°C 
Pri primerjavi sveže preraščenega riža 2/1 in 2/2 (slika 25), kuhanega 20 min, je pri vzorcu 
2/2 prišlo do boljšega prerasta M. purpureus BCRC 31615. V vzorcu 2/1 smo zaznali kisli 
vonj, kar je posledica rasti gojenja gliv. Menimo, da je zaradi kislega vonja in s tem 
povezane morebitne razlike v biosintezi sekundarnih metabolitov v vzorcu 2/1, lahko 
prišlo do razlike v hitrosti rasti. Na rižu, ki je bil kuhan 20 min (vsebnost vode 20 min = 
46,5 %), raste T. versicolor TVER počasneje kot na rižu, ki je bil kuhan 10 min (vsebnost 
vode 10 min = 39,98 %). Glede na literaturo predpostavljamo, da je višja vsebnost vode 
najverjetnejši razlog za počasnejšo rast obeh gliv (Yii-Lih in sod., 2008; Subsaendee in 
sod., 2014; Patakova in sod., 2015). 
 
A B 
Slika 25: Sogojenje Monascus purpureus BCRC 31615 in Trametes versicolor TVER na rižu kuhanem 20 
min. Prikaz rezultata od spredaj (A) in zadaj (B) po 35 dneh sogojenja pri 27,5 °C 
Figure 25: Cocultivation of Monascus purpureus BCRC 31615 and Trametes versicolor TVER on rice that 
was cooked for 20 min photographed from the front (A) and back (B), after 35 days of cultivation at 27,5 
°C 
Pri primerjavi sveže preraščenega riža 3/1 in 3/2 (slika 26), kuhanega 30 min (vsebnost 
vode 30 min = 56,80 %), pride do razlike v rasti obeh gliv in obarvanju riža. Pri vzorcu 3/1 
1/1 1/1 
1/2 1/2 
2/1 2/2 2/2 2/1 
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poteka rast M. purpureus BCRC 31615 hitreje kot pri 3/2. Razlog smo pripisali večjemu 
premeru filtra na pokrovu pri 3/1 (slika 26, kozarec z modrim pokrovčkom) kot pri 3/2. 
Razliko v premeru filtra smo opazili tekom gojenja. Na podlagi rezultatov ocenjujemo, 
da velikost filtra vpliva na izmenjavo plinov v vzorcu. Večji kot je premer filtra, boljša je 
izmenjava plinov in boljša je rast M. purpureus BCRC 31615. Ob primerjavi dolžine 
kuhanja riža opazimo, da je pri daljšem času kuhanja (30 min, slika 26, vzorec 3/1) prišlo 







Slika 26: Sogojenje Monascus purpureus BCRC 31615 in Trametes versicolor TVER na rižu kuhanem 30 
min. Prikaz rezultata od spredaj (A) in zadaj (B), po 35 dneh sogojenja pri 27,5 °C 
Figure 26: Cocultivation of Monascus purpureus BCRC 31615 and Trametes versicolor TVER on rice 
that was cooked for 30 min photographed from te front (A) and back (B), after 35 days of cultivation at 
27,5 °C 
Preglednica 22: Prikaz vsebnosti vode v rižu glede na predhodno obdelavo pred sterilizacijo. 
Table 22: Water amount in rice after treatment and before sterilization 
Tretiranje riža pred sterilizacijo Vsebnosti vode po kuhanju (%) 
Nenamočen riž (suh) 29,54 
Namočen 8 h v dH20 30,72 
Kuhanje 10 min 39,98 
Kuhanje 20 min 46,50 
Kuhanje 30 min  56,80 
Kuhanje do izparitve vode v kuhalniku 61,70 
 
Potrebno je izpostaviti, da je pri daljšem času kuhanja riža (20 min (slika 25) ali 30 min 
(slika 26)) po sterilizaciji prišlo do nastanka večjih skupkov. Slednji lahko negativno 
vplivajo na prenos kisika med rastjo podgobja in posledično biosintezo metabolitov 
(Carvalho in sod., 2003; Subsaendee in sod., 2014). Vzrok za nastanek skupkov lahko 
pripišemo škrobu oz. razmerju med amilozo in amilopektinom. Njuno razmerje namreč 
vpliva na fizikalno kemijske lastnosti škroba kot so gelatinizacija, retrogradacija, 
viskoznost in absorbcija vode (Hoover in Ratnayake, 2001). Prav tako na fizikalno 
kemijske lastnosti riža vpliva tudi dolžina in temperatura kuhanja riža (He in sod., 2018) 
3/1 3/2 3/1 3/2 
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ter način kuhanja (npr. kuhanje, pečenje, kuhanje na pari ali pod pritiskom ipd.) (Inan 
Eroglu in Buyuktuncer, 2017).  
 
V primeru direktne sterilizacije (izbrani substrat in dodatek vode) se je na dnu kozarca 
žito sprijelo v kepo, ki je nismo mogli razdrobiti. Zato smo poskusili učinek predhodne 
poparitve substrata, ki smo ga pred sterilizacijo še dodatno premešali, da bi preprečili 
pojav skupkov. Ugotovili smo, da je v primeru takšne priprave substrata, prišlo do 
manjšega števila skupkov in boljšega navzema vode v substrat. Zaradi tega smo se 
odločili, da bomo za nadaljnje raziskave, ki so predstavljene v poglavjih 4.2 in 4.3, 
uporabili predhodno poparitev substrata. Razliko v kompaktnosti substrata med kuhanjem 
v kuhalniku za riž in poparitvi v sterilizatorju pripisujemo, prav tako kot Inan Eroglu in 
Buyuktuncer (2017), tehniki predpriprave substrata, za katero predpostavljamo, da ima 
vpliv na fizikalno kemijske lastnosti tako riža kot tudi mešanice prosa. Ocenjujemo, da 
predpriprava riža v kuhalniku za riž, ob primerjavi s predhodno poparitvijo, ustvari 
pogoje pri katerih je nastanek skupkov večji. Prav tako je z vidika optimizacije priprave 
substrata pred sterilizacijo in posledično navzema vode boljša uporaba poparitve substrata 
v sterilizatorju, kot v kuhalniku za riž. 
 
Ravno zaradi navzema vode v žita smo pred vsakim poskusom predhodno izmerili 
vsebnost vode v suhem žitu (tako v rižu kot v oluščenem in neoluščenem prosu). Na 
podlagi izračuna smo določili količino vode, ki smo jo morali dodati, da smo dosegli 
želeno začetno vsebnost vode v substratu. V raziskavi smo opazili, da pride tekom 
sterilizacije do dodatnega navzema ali izgube vode v žitu. Zaradi tega smo substrat v 
kozarcih tehtali pred in po sterilizaciji, ter na podlagi razlike v izgubi ali navzemu vode 
v žitu dodali toliko vode, da smo dosegli želeno začetno vsebnost vode v substratu (40 % 
ali 45 %). Analiz sekundarnih metabolitov z uporabo HPLC metode v tem eksperimentu 
nismo izvedli.  
4.1.8 Vpliv načina cepitve utekočinjenega micelija in gojenja na interakcijo med 
Monascus purpureus MOPU GS1 ali Monascus purpureus BCRC 31615 s 
Trametes versicolor na trdnem gojišču v steklenih kozarcih 
V preglednici 23 so predstavljene referenčne slike na 12. dan sogojenja in navedeni 
komentarji ter opažanja za določen način sogojenja na mešanici prosa. Gojenje s pregrado 
smo poskusili, saj nas je zanimal vpliv interakcije med glivama ob njunem srečanju na 
kemijskem nivoju. Z uporabo pregrade smo želeli zagotoviti ravno linijo med glivama ob 
točki stičišča. Predvidevali smo, da bi na ta način zagotovili večjo količino sveže 
preraščenega substrata za pripravo metanolnih ekstraktov za kvalitetno HPLC analizo. 
Na podlagi rezultatov, ki smo jih določili z opažanjem, smo se odločili, da gojenje oz. 
sogojenje z uporabo pregrade opustimo. Preraščanja micelija T. versicolor TVER ne 
zaustavimo, temveč ga z uporabo pregrade samo upočasnimo oz. preusmerimo njegovo 
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rast mimo pregrade. Zaradi boljše razporeditve utekočinjenega micelija na izbranem žitu, 
smo se odločili, da bomo po nanosu oz. inokulaciji utekočinjenega micelija na izbrani 
substrat (mešanica prosa ali riž) premešali. Analiz sekundarnih metabolitov z uporabo 
HPLC metode v tem eksperimentu nismo izvedli. 
 
Preglednica 23: Prikaz vpliva načina cepitve in (so)gojenja na interakcijo med Monascus purpureus MOPU 
GS1 ali Monascus purpureus BCRC 31615 s Trametes versicolor TVER na trdnem gojišču v steklenih 
kozarcih. Sogojenje je potekalo na mešanici prosa, v temi, pri 27,5 °C  
Figure 23: Influence of different types of inoculation and (co)cultivation between Monascus purpureus 
MOPU GS1 or Monascus purpureus BCRC 31615 with Trametes versicolor TVER on millet in glass jars. 
Cocultivation was carried out in the dark at 27,5 °C 
Način cepitve na proso 
in obdelava 
Referenčna slika na 12. dan 
sogojenja 
Komentar na podlagi opazovanja 
Hkratna inokulacija 
utekočinjenega micelija z 
M. purpureus MOPU 





Pri (A) smo opazili hitrejšo rast T. 
versicolor TVER v primerjavi z B. 
Predvidevamo, da je do odstopanja 
lahko prišlo zaradi različnega tipa seva 
M. purpureus (MOPU GS1 (A) in 
BCRC 31615 (B)) in biosinteze 
sekundarnih metabolitov, saj v primeru 
(B) T. versicolor TVER počasneje 
prerašča proso kot v (A). 
 
Hkratna inokulacija 
utekočinjenega micelija z 
M. purpureus BCRC 





Pri primerjavi kozarcev (A) in (B) 
ocenjujemo, da lahko inkubacijski čas 














(M. purpureus GS1) v 






Pri primerjavi (C) in (Č) smo opazovali 
hitrost preraščanja v odvisnosti od 
načina nanosa utekočinjenega micelija 
M. purpureus MOPU GS1. Razliko 
smo opazili na vrhnji plasti prosa. Pri 
krožnem nanosu utekočinjenega 
micelija M. purpureus MOPU GS1 
brez premešanja (Č) je prišlo do 
bujnejše rasti M. purpureus kot pri 
premešani (C). 
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Nadaljevanje preglednice 23 
Način cepitve na proso 
in obdelava 
Referenčna slika na 12. dan 
sogojenja 
Komentar na podlagi opazovanja 
Ločena inokulacija M. 
purpureus BCRC 31615 
in T. versicolor TVER. 
 
Ločeno gojenje 7 dni, 
nato smo preraščene 




Pri združitvi sevov po 7 dneh (D) je 
opaziti počasnejšo rast T. versicolor 
TVER kot pri združitvi sevov po 14 
dneh (E). 
 
Ocenjujemo, da je do razlike prišlo 
zaradi intenzivnejšega oz. aktivnejšega 
delovanja T. versicolor TVER, saj je 
imel slednji po 14 dneh (E) gojenja v 
monokulturi večjo moč nad M. 
purpureus BCRC 31615. Pri daljšem 
času ločenega gojenja pride do razlike 
v strukturi preraščenega prosa. V 
primeru M. purpureus BCRC 31615 je 
proso bolj drobljivo ne glede na 
dolžino preraščanja. Medtem ko je pri 
daljšem preraščanju T. versicolor 
TVER (E), proso kompaktnejše in težje 
drobljivo. Ravno zaradi razlike v 
kompaktnejši rasti predpostavljamo, da 
je lahko pri E prišlo do slabše 
izmenjave plinov in je bila posledično 
rast M. purpureus BCRC 31615 
počasnejša. 
Ločena inokulacija M. 
purpureus BCRC 31615 
in T. versicolor TVER. 
 
Ločeno gojenje 14 dni, 
nato smo preraščene 
substrate združili v večji 
kozarec. 
 E 
Ločena inokulacija z M. 
purpureus BCRC 31615 




Zg. = T. versicolor TVER 
Sp. = M. purpureus BCRC 31615 
Na podlagi opazovanja rasti 
ocenjujemo, da je v primeru gojenja v 
kozarcu (F) optimalen čas inkubacije 
med 10 in 14 dni. Pri 21-dnevni 
inkubaciji T. versicolor TVER 
popolnoma preraste M. purpureus 
BCRC 31615. 
 
Ločena inokulacija z M. 
purpureus BCRC 31615 
in T. versicolor TVER. 
 
 G 
Zg. = M. purpureus BCRC 31615 
Sp. = T. versicolor TVER 
V primeru gojenja v kozarcu (G) 
ocenjujemo, da je optimalen 
inkubacijski čas preraščanja največ 7 
dni, saj T. versicolor TVER hitreje 
preraste M. purpureus BCRC 31615. 
 
Predpostavljamo, da je do razlike prišlo 
zaradi koncentracije O2 v vzorcu in da 
T. versicolor TVER usmerja rast na 
področje z več O2, zato hitreje preraste 
M. purpureus BCRC 31615.  
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Nadaljevanje preglednice 23 
Način cepitve na proso 
in obdelava 
Referenčna slika na 12. dan 
sogojenja 
Komentar na podlagi opazovanja 
Ločena inokulacija 
substrata ali z M. 
purpureus BCRC 31615 
ali s T. versicolor TVER. 
 
Po inokulaciji z izbrano 
glivo smo vsebino 
kozarca premešali in jo 
nato prenesli na eno stran 
v večji kozarec, ki je na 
sredini vseboval 
pregrado. Na drugo stran 
smo premešali inokuliran 
substrat druge glive. 
 
 H 
Odmik pregrade na 0. dan. 
V primeru H pride po 7 dneh do lepega 
razrasta obeh inokuliranih gliv. V roku 
21 dni T. versicolor TVER popolnoma 
preraste M. purpureus BCRC 31615. 
 I 
Odmik pregrade na 7. dan. 
T. versicolor TVER je kljub uporabi 
pregrade (I) ob straneh začel prehajati 
na drugo stran proti M. purpureus 
BCRC 31615. 
 
Po 21 dneh sogojenja, je v primeru, 
kjer smo po 7 dneh odstranili pregrado 
(I), vzorec že popolnoma preraščen s T. 
versicolor TVER (I). Preraščanje je 
bilo v tem primeru (I) hitrejše kot v 
primeru, kjer pregrade nismo 
odmaknili (J). 
 J 
Sogojenje s pregrado. 
Kljub uporabi pregrade (J) je T. 
versicolor TVER po 21 dneh gojenja, 
že skoraj povsem prerastel M. 
purpureus BCRC 31615. V tem 
primeru (J) je preraščanje T. versicolor 
TVER potekalo mimo pregrade, ob 
stenah in dnu kozarca. Če primerjamo 
rezultate (J) s poskusoma, kjer smo 
odmaknili pregrado (H in I) po 21 dneh 
ne pride do popolnega prerasta T. 
versicolor TVER. Ocenjujemo, da 
pregrada le delno upočasni rast T. 
versicolor TVER in njegovo 
preraščanje M. purpureus BCRC 
31615, ki pri danih pogojih raste 
počasneje. 
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4.1.9 Vpliv posode in njene polnitve na gojenje ter interakcijo sogojenja med 
glivama Monascus purpureus MOPU GS1 ali Monascus purpureus BCRC 
31615 s Pleurotus ostreatus PLO5 
V poglavju so predstavljeni rezultati različne uporabe gojitvene posode, načinov gojenja 
in sogojenja. V preglednici 24 so prikazane referenčne slike za lažje razumevanje načina 
gojenja oz. sogojenja, v katero so vključeni komentarji oz. naša opažanja. Pri večjih 
polnitvah smo opazili počasnejšo rast v primerjavi z manjšimi. Na podlagi rezultatov, ki 
smo jih dobili s testiranjem gojenja v različnih posodah, smo se odločili za gojenje in 
sogojenje v steklenih kozarcih. Rezultati so podrobneje predstavljeni v poglavjih 4.2 in 
4.3. 
 
Preglednica 24: Prikaz načina sogojenja Monascus purpureus MOPU GS1 s Pleurotus ostreatus PLO5, ki 
so bili gojeni ali sogojeni na mešanici prosa, v temi pri 27,5 °C, s komentarji oz. opažanji 
Table 24: Different types of cocultivation of Monascus purpureus MOPU GS1 with Pleurotus ostreatus 
PLO5, on millet in glass jars. Cocultivation was carried out in the dark at 27,5 °C, with coments 
Način sogojenja Referenčna slika na 7. dan 
sogojenja 
Komentar oz. opažanje 
Vrečka za sterilizacijo 
substratov za gojenje gob  
 
Po 7 dnevih je prišlo do prerasta M. 
purpureus MOPU GS1. Vendar ga je 
nato v roku 7 dni P. ostreatus PLO5 
popolnoma prerastel. Z uporabo HPLC 
metode nismo zaznali citrinina in 
monakolina K. 
Stekleni frape kozarci 
(uporaba tyvek papirja) 
 
 
Sev P. ostreatus PLO5 je pri gojenju v 
monokulturi imel zelo kompaktno rast 
po 14 dneh gojenja. Ob združenju obeh 
preraščenih substratov po 14 dneh se 
preraščen substrat s strani P. ostreatus 
PLO5 ni popolnoma prilegel 
izbranemu sevu M. purpureus. Način 
sogojenja ni primeren, saj je prišlo do 
izsušitve substrata, zato smo tak način 
sogojenja opustili. Vzorcev nismo 
analizirali s HPLC metodo. 
Plastična posoda 1 
(900 mL), ki je bila 
pokrita s stranjo vrečke 
za sterilizacijo substratov 
za gojenje gob s filtrom 
 
 
Pri takšnem načinu sogojenja je prišlo 
do zanimivega frontalnega razrasta 
obeh gliv, vendar je bila rast P. 
ostreatus PLO5 hitrejša kot M. 
purpureus MOPU GS1. Z uporabo 
HPLC metode nismo zaznali citrinina 
in monakolina K. 
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Nadaljevanje preglednice 24 
 
 
Način sogojenja Referenčna slika na 7. dan 
sogojenja 




Način sogojenja ni primeren, saj ne 
omogoča izmenjave plinov, prav tako 
je rast nekontrolirana. Vzorcev nismo 
analizirali s HPLC metodo. 
Mali stekleni kozarci 




Način gojenja oz. sogojenja ni 
primeren, saj ne omogoča zadostne 
izmenjave plinov. V primeru, kjer smo 
uporabili tesnilno gumo, je prišlo do 
počasnejše rasti kot v primeru, kjer 
nismo uporabili tesnilne gume in je 
prišlo do izmenjave plinov. Vzorcev 
nismo analizirali s HPLC metodo. 
Veliki stekleni kozarci 
(350 mL) s tesnilno 
gumo 
 
Način takšnega gojenja oz. sogojenja ni 
primeren, saj ne omogoča zadostne 
izmenjave plinov. V primeru, kjer smo 
uporabili tesnilno gumo, je prišlo do 
počasnejše rasti kot v primeru, kjer 
nismo uporabili tesnilne gume in je 
prišlo do izmenjave plinov. Vzorcev 
nismo analizirali s HPLC metodo. 
Mala plastična posoda 
(550 mL) s pokrovom 
brez filtra (samo reža 




V primeru polnitve do vrha je prišlo do 
počasnejše rasti obeh gliv. Ker je bila v 
obeh primerih rast zelo počasna, smo 
se odločili, da moramo testirati še 
gojenje z uporabo HEPA filtrov. 
Vzorcev nismo analizirali s HPLC 
metodo.  
Velika plastična posoda 
(800 mL) s pokrovom 
brez filtra (samo reža 




Pri uporabi velike plastične posode 
smo prišli do enakega zaključka kot v 
primeru uporabe male plastične 
posode. Tudi tu smo zaznali zelo 
počasno rast glive, zato smo se 
odločili, da moramo testirati tudi 
gojenje z uporabo HEPA filtrov. 
Vzorce smo analizirali s HPLC 
metodo. 
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Ker nas je zanimal volumen polnitve po sterilizaciji, smo poskusili dve različni polnitvi, 
130 g in 150 g. Slika 27 prikazuje volumen oz. razmerje med zrakom in izbranim 
substratom v kozarcu. Ocenili smo, da bomo boljše premešanje dosegli v kozarcih, ki 
vsebujejo manj žita (130 g). Zaradi tega smo se odločili, da za nadaljnje raziskave 
(rezultati predstavljeni v poglavjih 4.2 in 4.3) uporabimo 130 g izbranega žita oz. 
substrata. Glede na ugotovitve o predhodnem kuhanju riža v kuhalniku za riž, ki so 
predstavljene v poglavju 4.1.7, smo slednji način priprave substrata prav tako opustili. 
Predvsem zaradi pojava večje količine skupkov in nezmožnosti zagotovitve 
enakomernega kuhanja substrata. Kljub temu da Inan Eroglu in Buyuktuncer (2017) 
navajata vpliv načina kuhanja žita na fizikalno kemijske lastnosti riža, smo se zaradi 
boljše absorbcije vode v substrat (riža ali mešanice prosa) in posledično manjšega pojava 
skupkov odločili, da bomo substrat pred sterilizacijo predhodno poparili (20 min pri 90 
°C) v sterilizatorju. Celotna priprava hranilnega substrata, ki smo ga uporabljali za 
nadaljnje raziskave, je podrobneje predstavljena v poglavju 3.2.10.1. 
 
  
Slika 27: Prikaz deleža polnitve kozarcev po sterilizaciji substrata. Na levi strani je prikaz deleža polnitve 
steriliziranega riža pri začetni polnitvi 130 g (A1) in 150 g (A2). Na desni strani je prikaz deleža polnitve 
sterilizirane mešanice prosa pri začetni polnitvi 130 g (B1) in 150 g (B2) 
Figure 27: Charge amount after sterilization in glass jars. Charge amount of rice after sterilization using 
130 g (A1) and 150 (150 g) of substrate. Charge amount of mixed millet after sterilization using 130 g (A1) 
and 150 g (B2) of substrate 
Z uporabo HPLC metode smo analizirali vsebnost citrinina, monakolina K in ergosterola 
v metanolnih ekstraktih suhega preraščenega substrata, ki so bili gojeni v vreči (slika 28) 
in plastični posodi (majhni in veliki (sliki 29 in 30)). Na dan ekstrakcije so bili vzorci 
stari 3 mesece. Pripravljeni metanolni ekstrakti suhega preraščenega substrata so bili 
sušeni pri 60 °C, 24 ur. V vseh primerih gojenja oz. sogojenja smo določili ergosterol, 
vendar v nobenem primeru sogojenja nismo zaznali citrinina in monakolina K. Rezultati 
HPLC analize so predstavljeni v preglednicah 25 in 26.  
 
A1 A2 B1 B2 
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 A  B 
Slika 28: Prikaz sogojenja Monascus purpureus MOPU GS1 in Pleurotus osteratus PLO5 (A), ki je 
potekalo na mešanici prosa, v temi pri 27,5 °C, 89 dni, v vreči za sterilizacijo substratov za gojenje gob ter 
način vzorčenja (B) 
Figure 28: Cocultivation of Monascus purpureus MOPU GS1 with Pleurotus osteratus PLO5 (A), that was 
carried out on mixed millet in the dark at 27,5 °C, for 89 days in a plastic bag used for sterilizing mushroom 
cultivation substrate. (B) type of sampling 
 
Preglednica 25: Rezultati HPLC analize (monakolin K, citrinin in ergosterol) posameznih rezin pri gojenju 
v vreči, kjer smo sogojili Monascus purpureus MOUP GS1 in Pleurotus ostreatus PLO5 na mešanici prosa. 
Hemolitična aktivnost vzorca, analiziranega s HPLC, je bila izmerjena s turbidimetričnim testom  
Table 25: Results of HPLC analysis (monacolin K, citrinin and ergosterol) for each slice after cocultivation 
of Monascus purpureus MOUP GS1 and Pleurotus ostreatus PLO5 on mixed millet in a plastic bag. 
Heamolytic activity was determinated with turbidimetric test 






Ergosterol [mg/g] Hemoliza  
[1/s] 
mešano 1 0 0 0,018 0,133 
mešano 2 0 0 0,023 0,095 
mešano 3 0 0 0,022 0,083 
mešano 4 0 0 0,021 0,111 
 
 A    B 
Slika 29: Prikaz sogojenja Monascus purpureus MOPU GS1 in Pleurotus osteratus PLO5 (A) v plastični 
posodi (900 mL) s pregrado ter način vzorčenja (B). Sogojenje je potekalo 89 dni na mešanici prosa, v temi, 
pri 27,5 °C ........................................................................................................................................................ 
Figure 29: Cocultivation of Monascus purpureus MOPU GS1 and Pleurotus osteratus PLO5 (A) in a plastic 
container (900 mL) with barrier. Type of sampling (B). Cocultivaton was carried out on mixed millet in the 
dark at 27,5 °C for 89 days 
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Preglednica 26: Rezultati HPLC analize (monakolin K, citrinin in ergosterol) posameznih rezin pri gojenju 
v plastični posodi s pregrado, kjer smo sogojili Monascus purpureus MOUP GS1 in Pleurotus ostreatus 
PLO5 na mešanici prosa. Hemolitična aktivnost vzorca, analiziranega s HPLC, je bila izmerjena s 
turbidimetričnim testom  ................................................................................................................. 
Table 26: Results of HPLC analysis (monacolin K, citrinin and ergosterol) for each slice after cocultivation 
of Monascus purpureus MOUP GS1 and Pleurotus ostreatus PLO5 on mixed millet in a plastic container 
(900 mL) with barrier. Heamolytic activity was determinated with turbidimetric test 






Ergosterol [mg/g] Hemoliza  
[1/s] 
PLO5-1 0 0 0,025 0,083 
PLO5-2 0 0 0,031 0,071 
PLO5-3 0 0 0,029 0,091 
MOPU GS1-1 0 0 0,022 0,100 
MOPU GS1-2 0 0 0,032 0,059 
MOPU GS1-3 0 0 0,030 0,091 
 
Poskusili smo tudi sogojenje z uporabo majhnih plastičnih posod, na katere smo 
predhodno namestili filtre za zračenje. Filtre smo namestili na dno posode in na 
pokrovčke posode. Poleg tega smo testirali uporabo vrečke za sterilizacijo substratov za 
gojenje gob (s filtrom, slika 29 A), pokrov brez filtra (samo reža med pokrovom in posodo) 
in tyvek papir. Omenjene načine smo uporabili, da smo pokrili gojitveno posodo. Gojenje 
v majhnih plastičnih posodah je najprej potekalo v monokulturi v ločeni posodi (slika 30 
A). Po prerastu hranilnega substrata smo nato glivi združili in ju tako sogojili naprej (slika 
30 B). Od sušenja bioloških vzorcev do ekstrakcije je preteklo 30 dni. Sveže preraščen 
substrat smo vzorčili, kot je razvidno s slike 31. To smo naredili tako, da smo po razrezu 
sveže preraščenega substrata (slika 30 C), ki je rastel v majhnih plastičnih posodah (slika 
30 B), pripravili kolute debeline 1 cm. Tako pripravljen sveže preraščen substrat smo 
sušili pri 60 °C 24 ur. Rezultati HPLC posameznih rezin pridobljenih iz bioloških 
vzorcev, ki smo jih sogojili z uporabo pokrova brez filtra ali vrečke za sterilizacijo 
substratov za gojenje gob s filtri in inokulacijo utekočinjenega micelija z ali brez 
premešanja po inokulaciji, so predstavljeni v preglednicah 27, 28 in 29.  
 
Slika 30: Prikaz vzorčenja preraščenega substrata, ki je bil sogojen v malih plastičnih posodicah. Na mestu 
stika obeh gliv smo naredili prerez in nato rezali rezine debeline 1 cmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 
Figure 30: Sampling spots of freshly overgrown substrate, that was cocultivated in small plastic containers. 
We seperated fungi at their touch point and prepared 1 cm thick slices 
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Slika 31: Prikaz ločenega gojenja monokulture (Monascus purpureus MOPU GS1) z uporabo vrečke za 
sterilizacijo substratov za gojenje gob s filtri (A), združeni sveže preraščeni substrati (Monascus purpureus 
MOPU GS1 in Pleurotus ostreatus PLO5) in nadaljevanje sogojenja (B) ter prikaz ločitve vzorca (C). 
Ločeno gojenje je potekalo 14 dni, po združitvi je sogojenje potekalo še 18 dni, oba načina gojenja sta 
potekala v temi, pri 27,5 °C 
Figure 31: Cultivation of Monascus purpureus MOPU GS1 covered with a plastic bag used for substrate 
sterilization with filters (A), merged with freshly overgrown substrates (Monascus purpureus MOPU GS1 
and Pleurotus osteratus PLO5) (B) and separation (C). Separate cultivation of monocultures lasted 14 days, 
after merging, cocultivation lasted another 18 days. Cultivation and cocultivation was carried out in the 
dark at 27,5 °C  
 
 A   B 
Slika 32: Razlika med načinom gojenja monokulture z uporabo plastičnega pokrova brez filtra, samo reža 
med pokrovom in posodo (A) in z uporabo vrečke za sterilizacijo substratov za gojenje gob s filtrom (B) 
Figure 32: Differences between monoculture cultivation with a plastic cover that only had a small space 
between container and cover, and with a plastic bag used for substrate sterilization with filters (B) 
 
Uporaba plastičnih posod, na katere smo pritrdili HEPA filtre (⌀= 12 mm), se ni izkazala 
za najbolj primerno, saj je ob avtoklaviranju prišlo do odstopa pritrjenih HEPA filtrov 
(⌀= 12 mm). Prav tako so se nekatere plastične posode zaradi izpostavljenosti visoki 
temperaturi deformirale. Uporaba vrečk s filtrom in tyvek papirjem ni omogočila zaščite 
vzorca pred okužbo, zato smo tudi ti dve metodi pokrivanja gojitvene posode opustili. Na 
podlagi rezultatov HPLC analize in opažanj navedenih zgoraj (npr. deformacija plastičnih 
posod, odstop filtrov) smo se odločili, da opustimo sogojenje, pri katerem gojenje najprej 
poteka v monokulturi v ločeni plastični posodi in se po prerastu hranilnega substrata glivi 
združita ter tako naprej sogojita (prikaz na sliki 30 B). 
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Preglednica 27: Rezultati HPLC analize (monakolin K, citrinin in ergosterol) posameznih rezin pri 
sogojenju na mešanici prosa v malih plastičnih posodah (Monascus purpureus MOUP GS1 in Pleurotus 
ostreatus PLO5) z uporabo plastičnage pokrova brez filtra (samo reža med pokrovom in posodo) in 
inokulacijo utekočinjenega micelija. Hemolitična aktivnost vzorca, analiziranega s HPLC, je bila izmerjena 
s turbidimetričnim testom 
Table 27: Results of HPLC analysis (monacolin K, citrinin and ergosterol) for each slice, after cultivation 
on mixed millet in two merged small plastic containers (Monascus purpureus MOUP GS1 and Pleurotus 
ostreatus PLO5) with a plastic cover without filter (only space between container and cover) and 
inoculation with liquid mycelium. Heamolytic activity was determinated with turbidimetric test 











PLO5-1 0 0 0,088 0,125 
PLO5-2 0 0 0,013 0,154 
PLO5-3 0 0 0,010 0,215 
PLO5-4 0 0 0,006 0,222 
PLO5-5 0 0 0,006 0,267 
PLO5-6 0 0 0,006 0,286 
PLO5-7 0 0 0,009 0,250 
MOPU GS1-1 0 0 0,005 0,167 
MOPU GS1-2 0 0 0,004 0,143 
MOPU GS1-3 0 0 0,004 0,138 
MOPU GS1-4 1,717 0 0,008 0,143 
MOPU GS1-5 0,000 0 0,005 0,250 
MOPU GS1-6 2,589 0 0,004 0,167 
MOPU GS1-7 2,990 0 0,006 0,125 
 
Preglednica 28: Rezultati HPLC analize (monakolin K, citrinin in ergosterol) posameznih rezin pri 
sogojenju na mešanici prosa v malih plastičnih posodah (Monascus purpureus MOUP GS1 in Pleurotus 
ostreatus PLO5) z uporabo vrečke za sterilizacijo substratov za gojenje gob s filtrom (SF) in inokulacijo 
utekočinjenega micelija brez premešanja. Hemolitična aktivnost vzorca, analiziranega s HPLC, je bila 
izmerjena s turbidimetričnim testom 
Table 28: Results of HPLC analysis (monacolin K, citrinin and ergosterol) for each slice after cultivation 
on mixed millet in two merged small plastic containers (Monascus purpureus MOUP GS1 and Pleurotus 
ostreatus PLO5) with a plastic bag for substrate sterilization with filter (SF) and inoculation with liquid 
mycelium without mixing. Heamolytic activity was determinated with turbidimetric test 










SF-PLO5-1 0 0 0,009 0,167 
SF-PLO5-2 0 0 0,004 0,316 
SF-PLO5-3 0 0 0,004 0,250 
SF-PLO5-4 0 0 0,005 0,133 
SF-PLO5-5 0 0 0,004 0,286 
SF-PLO5-6 0 0 0,005 0,308 
SF-PLO5-7 0 0 0,006 0,308 
SF-MOPU GS1-1 0 0 0,005 0,148 
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Nadaljevanje preglednice 28 
 
Preglednica 29: Rezultati HPLC analize (monakolin K, citrinin in ergosterol) posameznih rezin pri 
sogojenju na mešanici prosa v malih plastičnih posodah (Monascus purpureus MOUP GS1 in Pleurotus 
ostreatus PLO5) z uporabo vrečke za sterilizacijo substratov za gojenje gob s filtri in premešanjem (SFP) 
substrata po inokulaciji utekočinjenega micelija. Hemolitična aktivnost vzorca, analiziranega s HPLC, je 
bila izmerjena s turbidimetričnim testom 
Table 29: Results of HPLC analysis (monacolin K, citrinin and ergosterol) for each slice, after cultivation 
on mixed millet in two merged small plastic containers (Monascus purpureus MOUP GS1 and Pleurotus 
ostreatus PLO5) with a plastic bag for substrate sterilization with filters (SFP), inoculated with liquid 
mycelium and mixing of substrate after inoculation. Heamolytic activity was determinated with 
turbidimetric test  










SFP-PLO5-1 0 0 0,007 0,286 
SFP-PLO5-2 0 0 0,007 0,308 
SFP-PLO5-3 0 0 0,005 0,286 
SFP-PLO5-4 0 0 0,005 0,250 
SFP-PLO5-5 0 0 0,006 0,286 
SFP-PLO5-6 0 0 0,007 0,250 
SFP-PLO5-7 0 0 0,000 0,286 
SFP-MOPU GS1-1 0 0 0,007 0,125 
SFP-MOPU GS1-2 0 0 0,006 0,138 
SFP-MOPU GS1-3 0 0 0,005 0,148 
SFP-MOPU GS1-4 0 0 0,004 0,148 
SFP-MOPU GS1-5 0 0 0,004 0,308 
SFP-MOPU GS1-6 0 0 0,006 0,114 
SFP-MOPU GS1-7 0 0 0,007 0,129 
4.1.10 Zaključki prvega dela poskusa kot podlaga za način gojenja in sogojenja 
izbranega seva Monascus purpureus s sevi Trametes versicolor TV in TV selo 
ter Flammulina velutipes FLVE 
V prvem delu študije smo se posvetili raziskovanju različnih dejavnikov, kot so 
temperatura in način gojenja gliv, oblika gojitvene posode, količina polnitve kozarcev oz. 
gojitvene posode, volumen vcepka oz. utekočinjenega micelija, vpliv dolžine kuhanja 
substrata na začetno vsebnost vode v substratu, način cepitve oz. nanosa izbranih gliv na 
substrat in izvedbo sogojenja M. purpureus z drugimi izbranimi glivami. 
 










SF-MOPU GS1-2 0 0 0,005 0,154 
SF-MOPU GS1-3 0 0 0,005 0,148 
SF-MOPU GS1-4 0 0 0,006 0,125 
SF-MOPU GS1-5 0 0 0,006 0,125 
SF-MOPU GS1-6 0 0 0,008 0,133 
SF-MOPU GS1-7 0 0 0,007 0,154 
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Glede na pridobljene rezultate smo se za izvedbo nadaljnjih raziskav, ki so predstavljene 
v poglavjih 4.2 in 4.3, zaradi zadostne količine preraščenega substrata za HPLC analize, 
odločili za gojenje na trdni podlagi. K naši odločitvi prispevajo tudi ugotovitve drugih 
raziskovalnih skupin, ki poročajo, da ima gojenje na trdni podlagi v primerjavi z gojenjem 
v tekočem gojišču večji donos pigmentov (Patakova in sod., 2015). Poleg tega so z njim 
povezane nižje cene gojitvenega substrata, manjše možnosti okužbe, boljši procesni 
nadzor in enostavni zaključni postopki (Arunachalam in Narmadhapriya, 2011; Praveen 
in Savitha, 2012). Kot zanimivost pa Zhang in sododelavci (2013) navajajo, da je 
vsebnost citrinina nižja pri gojenju na trdni podlagi kot pri gojenju v tekočem gojišču. 
 
Na podlagi prejetih rezultatov uporabe različnih gojitvenih posod smo sklenili, da 
uporabimo steklene kozarce s pokrovčki, na katere je pritrjen HEPA filter (⌀= 12 mm), 
saj so trpežnejši in se pri avtoklaviranju ne deformirajo. Za premešanje substrata (riža ali 
mešanice prosa) na katerega smo nanesli utekočinjen micelij izbrane glive, smo se 
odločili zato, ker smo dosegli bolj homogeno razporeditev utekočinjenega micelija in 
kasnejše preraščanje. Odločili smo se, da uporabimo 130 g substrata, saj smo nacepljen 
substrat lažje in bolje premešali kot v primeru večje količine (150 g) substrata. 
 
Prav tako smo se odločili, da bomo skrajšali čas sogojenja na 21 dni, saj smo predvidevali, 
da se vsebnost oz. obstojnost biosintetiziranih sekundarnih metabolitov z daljšim časom 
gojenja zmanjšuje. Zaradi občutljivosti monakolina K in pigmentov na izpostavitev 
svetlobi, smo se odločili za izvedbo gojenja v temi. Ergosterol s časom postopoma 
razpada (Venkateswaran, 2010), zato smo nizko vsebnost ergosterola v analiziranih 
vzorcih povezali z (visoko) starostjo biološkega vzorca. Zaradi tega smo metanolne ali 
etanolne ekstrakte suhega preraščenega substrata pripravili v roku treh dni. Metanolne in 
etanolne ekstrakte smo hranili v hladilniku pri temperaturi 4 °C, da smo zagotovili čim 
boljšo stabilnost monakolina K in pigmentov. Za HPLC analizo (monakolin K, citrinin in 
ergosterol) smo uporabili metanolne ekstrakte, za določitev vsebnosti rdečih pigmentov 
pa etanolne ekstrakte suhega preraščenega substrata.  
 
Rezultati sogojenja v steklenih kozarcih in diskusija so predstavljeni v poglavju 4.3. Na 
podlagi rezultatov Subsaendee in sod. (2014) smo sklenili, da znižamo tudi temperaturo 
sušenja sveže preraščenega substrata iz 60 °C na 35 °C. Temperatura sušenja sveže 
prereščenega substrata vpliva tako na stabilnost pigmentov kot tudi na stabilnost 
monakolina K. Priprava hranilnega substrata, ki smo ga uporabljali za nadaljnje 
raziskave, je podrobneje predstavljena v poglavju 3.2.10.1. 
4.2 IZBOR NAJPRIMERNEJŠEGA SEVA Monascus purpureus 
Tekom raziskave smo uspeli pridobiti 6 različnih sevov M. purpureus iz različnih virov, 
ki so navedeni v poglavju 3.1.1. Z namenom izbora najboljšega seva M. purpureus, ki 
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biosintetizira največ monakolina K in najmanj citrinina, smo pridobljene seve M. 
purpureus (NRRL 1596, BCRC 31615, EBY2, EBY3, EBY4 in MOPU GS1) gojili v 
steklenih kozarcih. Na podlagi rezultatov HPLC analize smo primerjali vsebnosti izbranih 
metabolitov na mešanici oluščenega in neoluščenega prosa ter na rižu. Začetna vsebnost 
vode v substratu pri gojenju 6 različnih sevov M. purpureus je bila 40 %. Gojenje je 
potekalo 21 dni v temi pri 27,5 °C. Vzorčenje sveže preraščenega substrata smo izvedli 
na 7., 14. in 21. dan. Rezultati, ki so predstavljeni v tem poglavju, so shematsko prikazani 
na sliki 33. 
 
Slika 33: Shematski prikaz poskusov, ki so predstavljeni v poglavju 4.2 
Figure 33: Outline of experiments that are presented in chapter 4.2 
4.2.1 Vpliv dolžine gojenja in substrata na rast sevov Monascus purpureus, izguba 
suhe mase, sprememba vrednosti pH, vsebnost vode in ergosterola 
Izguba suhe mase substratov, ki so bili inokulirani z izbranim sevom M. purpureus, 
narašča s časom oz. dolžino gojenja. Po 21 dneh gojenja na rižu je bila pri večini sevov 
M. purpureus izguba suhe mase med 54 % in 60 % (slika 34), kar je v skladu z Rosenblitt 
in sod. (2000), ki poročajo o 60 % izgubi suhe mase pri gojenju M. purpureus ATCC 
16392 po 10-dnevnem gojenju na rižu (20 g). Medtem ko je bila pri prosu izguba manjša 
tj. 46 % in 48 %. Rosenblitt in sod. (2000) kot vzrok za odstopanje v izgubi suhe mase 
navajajo razlike v kemijski sestavi riža in prosa (npr. vsebnost celuloze in lignina). 
Substrat s prosom je namreč vseboval tudi neoluščena zrna, ki so odpornejša na glivne 
encime, s čimer je morda povezana počasnejša razgradnja substrata. Med izbranimi sevi 
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M. purpureus je bila edina izjema sev M. purpureus MOPU GS1. Pri tem je bila izguba 
suhe mase po 21 dneh gojenja, tako na rižu (18 %) kot na prosu (17 %), statistično 
značilno (p < 0,05) nižja od ostalih sevov M. purpureus, kar je posledica počasnejše rasti 
in nižje metabolne aktivnosti M. purpureus MOPU GS1. Prav tako se razlika v metabolni 
aktivnosti odraža v spremembi pH (slika 35), vsebnosti vode (slika 36) in ergosterola 
(slika 37) v času 21-dnevnega gojenja drugih sevov M. purpureus na obeh substratih.  
 
Pri vseh kontrolnih vzorcih, ki so navedeni v poglavjih 4.2 (slika 36) in 4.3 (slike 48, 56, 
64 in 72), smo po postopku sterilizacije opazili od 7 do 14 % izgubo suhe mase substrata 
ne glede na tip žita. Kontrolne vzorce smo ponovno sterilizirali v manjšem avtoklavu 
tako, da smo v kozarec s substratom vstavili sondo za merjenje temperature in tako 
spremljali temperaturo substrata tekom sterilizacije. Ko je temperatura v substratu 
dosegla 121 °C, smo tako temperaturo vzdrževali 20 min in nato prekinili sterilizacijo. 
Ugotovili smo, da je bila izguba suhe mase substrata bistveno manjša po sterilizaciji v 
manjšem avtoklavu (2 – 5 %) kot v večjem avtoklavu (7 – 14 %).  
 
Predpostavljamo, da je do razlike v izgubi suhe mase med kontrolnimi vzorci, ki se 
ustvarijo v avtoklavu ob sterilizaciji, prišlo zaradi uporabe avtoklavov različnih dimenzij. 
V ta namen bi bilo potrebno spremljati pogoje, ki se ustvarijo ob sterilizaciji v obeh 
avtoklavih, kot je delež polnitve avtoklava in s tem povezan prenos temperature v polnih 
kozarcih (Monaghan in sod., 2011). Predvidevamo, da lahko izgubo suhe mase v obeh 
primerih, tako velikem kot tudi manjšem avtoklavu, razložimo na več načinov. Inan 
Eroglu in Buyuktuncer (2017) ter He in sod. (2018) navajajo, da izpostavljanje riža 
visokim temperaturam vpliva na njegove fizikalno kemijske lastnosti, kar lahko pospeši 
izločanje snovi iz zrna, ki se sprostijo v času sterilizacije. Sorodno študijo a na drugem 
tipu žita so opravili Giraud in sod. (1997), ki poročajo o izgubi suhe mase po sterilizaciji 
pri koruzi (0,09 – 2,2 %). 
 
Vzrok za delno izgubo suhe mase je lahko tudi v različnih kemijskih procesih, kot sta 
kaljenje in respiracija (Mrema in sod., 2011), ki se pričnejo odvijati v žitu ob stiku z vodo, 
saj smo v kozarce s suhim žitom 12 ur pred sterilizacijo dodali vodo. Potencialen vpliv 
na izgubo suhe ima morda tudi delna poparitev, saj bi lahko višja temperatura in vsebnost 
vode v žitu privedli do povečanja respiracije. Dillahunty in sod. (2000) namreč navajajo, 
da riž pri višji vsebnosti vode v substratu in višji temperaturah pospešeno respirira in pri 
tem izgublja maso. Izguba suhe mase substrata je poleg zgornjih razlogov lahko tudi 
posledica α-amilazne aktivnosti, ki jo izločajo različne bakterije, glive in kvasovke 
(Gopinath in sod. 2017), ter smo jo določili tudi v kontrolnih vzorcih (slika 41). Vendar 
v kontrolnih vzorcih nismo zaznali ergosterola (slike: 37, 47, 55, 63 in 71), zato 
predvidevamo, da ni prišlo do kontaminacije, ki je lahko eden od razlogov za izgubo suhe 
mase. Vendar bi lahko z analizo na hitin (Kosuri in sod., 2018), ki je sestavni del celične 
stene pri glivah, dodatno potrdili ali ovrgli našo predpostavko o kontaminaciji. 
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Izgubo suhe mase bi lahko pripisali tudi tehnični napaki v merjenju, čeprav smo postopek 
v večjem avtoklavu dvakrat ponovili in prišli do podobnih rezultatov v izgubi suhe mase 
substrata.  
Slika 34: Izguba deleža suhe mase na prosu (rožnati krogi) in rižu (modri trikotniki) glede na čas gojenja 
(7, 14 in 21 dni) izbranega seva Monascus purpureus (NRRL 1596, BCRC 31615, EBY2, EBY3, EBY4 in 
MOPU GS1). Večji liki prikazujejo povprečja, manjši liki predstavljajo posamično vrednost biološkega 
vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % interval zaupanja (n = 3) 
Figure 34: Dry matter loss on millet (purple circles) and rice (blue triangles) based on cultivation time (7, 
14 and 21 days) of selected strain Monascus purpureus (NRRL 1596, BCRC 31615, EBY2, EBY3, EBY4 
in MOPU GS1). Bigger shapes are average values and smaller shapes are values for each biological sample. 
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Slika 35: Sprememba vrednosti pH na prosu (rožnati krogi) in rižu (modri trikotnik) glede na čas gojenja 
(7, 14 in 21 dni) izbranega seva Monascus purpureus (NRRL 1596, BCRC 31615, EBY2, EBY3, EBY4 in 
MOPU GS1). Večji liki prikazujejo povprečja, manjši liki predstavljajo posamično vrednost biološkega 
vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % interval zaupanja (n = 3) 
Figure 35: Change of pH value in millet (purple circles) andr rice (blue triangles) based on cultivation time 
(7, 14 and 21 days) of selected strains Monascus purpureus (NRRL 1596, BCRC 31615, EBY2, EBY3, 
EBY4 in MOPU GS1). Bigger shapes are average values and smaller shapes are values for each biological 
sample. Vertical lines represent a 95 % confidence interval (n = 3) 
Vsebnost vode v substratu (slika 36) je statistično značilno (p < 0,05) nižja pri sevu M. 
purpureus MOPU GS1 ob primerjavi vsebnosti vode pri drugih sevih M. purpureus. 
Naraščanje vsebnosti vode v bioloških vzorcih je po navedbah Oriol in sod. (1988) 
povezano z respiracijo in sintezo biomase. Kot je razvidno iz rezultatov (slika 36), gojenje 
na rižu spodbuja k višji respiraciji in intenzivnejši rasti pri uporabljenih sevih. Tekom 
gojenja pride do spremembe v vrednosti pH (Dhakal in sod., 2012), kar opazimo tudi pri 
naših rezultatih (slika 35). Subsaendee in sod. (2014) so preverjali vpliv različne 
vsebnosti vode na spremembo vrednosti pH tekom gojenja. Pri podobni začetni vsebnosti 
vode (41 %) se je vrednost pH najprej znižala, vendar se je proti koncu gojenja pričela 
zviševati (Subsaendee in sod., 2014). Podoben učinek je razviden tudi iz naših rezultatov 
(slika 35). Padec vrednosti pH lahko opazimo pri vseh sevih M. purpureus. V primeru M. 
purpureus MOPU GS1 se je vrednost pH na obeh tipih substrata namreč znižala iz začetne 
pH 6,7 na pH 5,5 in 6,0 ter ostala nespremenjena do konca gojenja (21 dni). Pri drugih 
sevih M. purpureus se je vrednost pH po 7 dneh gojenja znižala na pH 5, a se je po 
končanem gojenju (21 dni) povišala in tako znašala med pH 6,0 in pH 8,0 (slika 35).  
 
riž 
Vrednost pH  
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Slika 36: Vsebnost vode v sveže preraščenem prosu (rožnati krogi) in rižu (modri trikotnik) glede na čas 
gojenja (7, 14 in 21 dni) izbranega seva Monascus purpureus (NRRL 1596, BCRC 31615, EBY2, EBY3, 
EBY4 in MOPU GS1). Večji liki prikazujejo povprečja, manjši liki predstavljajo posamično vrednost 
biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % interval zaupanja (n = 3) 
Figure 36: Water content in freshly overgrown millet (purple circles) and rice (blue triangles) based on 
cultivation time (7, 14 and 21 days) of selected strains Monascus purpureus (NRRL 1596, BCRC 31615, 
EBY2, EBY3, EBY4 in MOPU GS1). Bigger shapes are average values and smaller shapes are values for 
each biological sample. Vertical lines represent a 95 % confidence interval (n = 3) 
 
Poleg omenjenega je bila tudi vrednost ergosterola tako na mešanici prosa kot na rižu 
statistično značilno (p < 0,05) nižja pri sevu M. purpureus MOPU GS1 v primerjavi z 
ostalimi sevi M. purpureus (slika 37). Pri sevu M. purpureus MOPU GS1 je vsebnost 
ergosterola z daljšim časom gojenja naraščala in je dosegla najvišjo vrednost po 21 dneh 
gojenja. V nasprotju s tem so ostali sevi M. purpureus dosegli najvišjo vrednost 
ergosterola po 14 dneh gojenja. Nato je razviden padec v vsebnosti ergosterola (slika 37), 
ki nakazuje na zmanjšano rast. Naše rezultate potrjujejo Durand in sod. (1997), ki 
navajajo, da lahko vsebnost ergosterola v preraščenem substratu hitro naraste in doseže 
največjo vrednost. Nato lahko količina ergosterola v preraščenem substratu, ostane 
nespremenjena ali se njegova vsebnost zmanjša, kar je odvisno od izbranega substrata. 
riž 
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Slika 37: Vpliv prosa (rožnati krogi) in riža (modri trikotnik) na biosintezo ergosterola glede na čas gojenja 
(7, 14 in 21 dni) izbranega seva Monascus purpureus (NRRL 1596, BCRC 31615, EBY2, EBY3, EBY4 in 
MOPU GS1). Večji liki prikazujejo povprečja, manjši liki predstavljajo posamično vrednost biološkega 
vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % interval zaupanja (n = 3)  
Figure 37: Influence of millet (purple circles) and rice (blue triangles) on ergosterol biosynthesis based on 
cultivation time (7, 14 and 21 days) of selected strains Monascus purpureus (NRRL 1596, BCRC 31615, 
EBY2, EBY3, EBY4 in MOPU GS1). Bigger shapes are average values and smaller shapes are values for 
each biological sample. Vertical lines represent a 95 % confidence interval (n = 3) 
4.2.2 Vpliv substrata in časa gojenja na biosintezo monakolina K in citrinina  
Na podlagi rezultatov HPLC analize lahko trdimo, da prihaja do razlik v vsebnosti 
monakolina K (slika 38), citrinina (slika 39) in ergosterola (slika 37) med različnimi sevi 
M. purpureus. Sev M. purpureus MOPU GS1 se statistično značilno (p < 0,05) razlikuje 
od drugih sevov, saj edini biosintetizira monakolin K. Vsebnost monakolina K se s časom 
gojenja na trdnem substratu povečuje. Po 21 dneh gojenja M. purpureus MOPU GS1 na 
trdni podlagi je vrednost monakolina K višja (1,6 mg/g) pri gojenju na prosu kot na rižu 
(1,3 mg/g).  
riž 
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Slika 38:Vpliv prosa (rožnati krogi) in riža (modri trikotnik) na biosintezo monakolina K glede na čas 
gojenja (7, 14 in 21 dni) izbranega seva Monascus purpureus (NRRL 1596, BCRC 31615, EBY2, EBY3, 
EBY4 in MOPU GS1). Večji liki prikazujejo povprečja, manjši liki predstavljajo posamično vrednost 
biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % interval zaupanja (n = 3) 
Figure 38: Influence of millet (purple circles) and rice (blue triangles) on monacolin K biosynthesis based 
on cultivation time (7, 14 and 21 days) of selected strains Monascus purpureus (NRRL 1596, BCRC 31615, 
EBY2, EBY3, EBY4 in MOPU GS1). Bigger shapes are average values and smaller shapes are values for 
each biological sample. Vertical lines represent a 95 % confidence interval (n = 3) 
 
Sev M. purpureus MOPU GS1 je bil edini sev, ki ni biosintetiziral toksičnega poliketida 
citrinina ob gojenju na prosu ali rižu v nasprotju z drugimi uporabljenimi sevi. Pri njih 
sicer nismo zaznali monakolina K, vendar smo določili različne vsebnosti citrinina ne 
glede na tip gojitvenega substrata. Izpostaviti je potrebno, da so bile višje vsebnosti 
citrinina pri gojenju na rižu kot na prosu (slika 39). 
riž 
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Slika 39: Vpliv prosa (rožnati krogi) in riža (modri trikotnik) na biosintezo citrinina glede na čas gojenja 
(7, 14 in 21 dni) izbranega seva Monascus purpureus (NRRL 1596, BCRC 31615, EBY2, EBY3, EBY4 in 
MOPU GS1). Večji liki prikazujejo povprečja, manjši liki predstavljajo posamično vrednost biološkega 
vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % interval zaupanja (n = 3) 
Figure 39: Influence of millet (purple circles) and rice (blue triangles) on citrinin biosynthesis based on 
cultivation time (7, 14 and 21 days) of selected strains Monascus purpureus (NRRL 1596, BCRC 31615, 
EBY2, EBY3, EBY4 in MOPU GS1). Bigger shapes are average values and smaller shapes are values for 
each biological sample. Vertical lines represent a 95 % confidence interval (n = 3) 
 
Višje vrednosti citrinina so bile statistično značilne (p < 0,05) v bioloških vzorcih seva 
M. purpureus EBY4 gojenega na rižu (21 dni: 18,2 mg/g rižev substrat, 13,0 mg/g prosen 
substrat). Njegove vrednosti so bile višje v primerjavi z drugimi gojenimi sevi M. 
purpureus, pri katerih je znašala vrednost citrinina med 0,3 mg/g suhe mase in 6,3 mg/g 
suhe mase v enakem časovnem obdobju. Subsaendee in sod. (2014) v svoji raziskavi 
opozarjajo na vpliv visoke začetne vsebnosti vode v substratu, ki lahko povzroči 
združevanje substrata v večje skupke, kar negativno vpliva na prenos kisika in 
prezračevanje tekom gojenja na trdnem substratu. Pomanjkanje kisika privede do 
zadrževanja CO2 in biosinteze etanola, kar ustvari pogoje za biosintezo citrinina 
(Carvalho in sod., 2003).  
 
Vsi sevi M. purpureus, ki smo jih gojili v tem delu raziskave, z izjemo M. purpureus 
MOPU GS1, so biosintetizirali citrinin pri danih pogojih (40 % vsebnost vode v substratu 
in temperaturi gojenja 27,5 °C). Vsebnost citrinina v našem primeru (npr., 5,3; 1,1; 18.2; 
2,7; 6,3 mg/g substrata za ‘EBY 2’, ‘EBY 3’, ‘EBY 4’, ‘BCRC 31615’, ‘NRRL’) je višja 
od dovoljene s strani EK (regulativa No 212/2014), ki navaja vsebnost citrinina 2 µg/g. 
riž 
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4.2.3 Vpliv substrata in dolžine gojenja sevov Monascus purpureus na biosintezo 
pigmenta 
M. purpureus biosintetizira pigmente v stacionarni fazi glivne rasti poleg različnih 
organskih kislin in estrov. Na bisointezo pigmentov lahko vpliva veliko dejavnikov, kot 
so izbor trdnega substrata, vodna aktivnosti, dostopnost kisika, temperatura pri kateri 
poteka gojenje, pH substrata, izpostavitev svetlobi in izbor kultivacijske tehnike oz. 
načina gojenja. Vendar ima največji vpliv ravno izbor seva gliv rodu Monascus (Carvalho 
in sod. 2005; Mostafa in Abbady, 2014; Patakova in sod., 2015), kar lahko vidimo tudi 
na podlagi naših rezultatov (slika 40).  
 
Slika 40: Vpliv prosa (rožnati krogi) in riža (modri trikotnik) na biosintezo pigmentov glede na čas gojenja 
(7, 14 in 21 dni) izbranega seva Monascus purpureus (NRRL 1596, BCRC 31615, EBY2, EBY3, EBY4 in 
MOPU GS1). Večji liki prikazujejo povprečja, manjši liki predstavljajo posamično vrednost biološkega 
vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % interval zaupanja (n = 3). CVU pomeni barvno enoto (ang. 
colour value units), njen preračun je prikazan v poglavju 3.2.15 
Figure 40: Influence of millet (purple circles) and rice (blue triangles) on pigment biosynthesis based on 
cultivation time (7, 14 and 21 days) of selected strains Monascus purpureus (NRRL 1596, BCRC 31615, 
EBY2, EBY3, EBY4 in MOPU GS1). Bigger shapes are average values and smaller shapes are values for 
each biological sample. Vertical lines represent a 95 % confidence interval (n = 3). CVU stands for colour 
value units, its calculation is presented in chapter 3.2.15 
 
V našem primeru je bila začetna vrednost pH trdnega substrata 6,7, ki se je tekom dolžine 
gojenja spreminjala (slika 35). Vrednost pH preraščenega substrata se je tako gibala med 
pH 5 in pH 8 po 21 dneh gojenja. Sprememba vrednosti pH pozitivno vpliva na biosintezo 
pigmentov, saj so ti manj stabilni v kislem okolju oz. so bolj stabilni v bazičnem okolju 
(Mostafa in Abbady, 2014). Slednje smo potrdili tudi z našimi rezultati (sliki 35 in 40), 
riž 
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saj je prišlo do povezave med povišanjem pH po 21 dneh gojenja in večjim donosom 
pigmentov (slika 40). Pri biosintezi pigmentov imata seva M. purpureus EBY 3 in M. 
purpureus BCRC 31615 največji potencial v primerjavi z drugimi sevi, saj so bile višje 
vrednosti pigmenta statistično značilne (p < 0,05) po 21-dnevnem gojenju tako na prosu 
kot na rižu. V večini primerov se je vsebnost pigmenta z daljšim časom gojenja 
povečevala. Glede na rezultate tip substrata v večini ni imel večjega učinka na končno 
vsebnost pigmentov, z izjemo pri sevu M. purpureus EBY 3, ki je rastel na rižu. Po 7 
dneh gojenja na trdnem substratu, je bila vsebnost pigmentov višja pri sevih gojenih na 
rižu (61,08 +/- 73,9 CVU /mL) v primerjavi s prosom (48,96 +/- 66,25 CVU /mL). Vendar 
smo po 21 dneh zaznali statistično značilne razlike le pri sevu M. purpureus EBY 3, ki je 
rastel na rižu, in sevu M. purpureus BCRC31615, ki je rastel na prosu. Oba sta namreč 
biosintetizirala največ pigmentov na izbranem trdnem substratu v primerjavi z drugimi 
sevi M. purpureus. Razlike v biosintezi pigmentov glede na substrat so lahko posledica 
razlik v biokemijski sestavi različnih žit oz. v našem primeru uporabi riža in prosa. 
Povezavo med biosintezo pigmentov in substrata so proučevali tudi Srianta in sod. (2016) 
pri sevu M. purpureus M9, ki so ga gojili na 5 različnih substratih (riž, koruza, oluščen in 
neoluščen sirek ter njegovi otrobi). Največji izplen rdečih pigmentov so, prav tako kot 
mi, dosegli na rižu.  
 
Teng in Feldheim (2000) sta dokazala, da vodi akumulacija CO2 do znižanja biosinteze 
pigmentov. Subsaendee in sod. (2014) izpostavljajo tudi vpliv visoke začetne vsebnosti 
vode v substratu, ki lahko privede do združevanja substrata v večje skupke. Slednji 
negativno vplivajo na prenos kisika in prezračevanje tekom gojenja na trdnem substratu, 
kar predstavlja stres za M. purpureus, ki se na slabši prenos kisika odzove s (povečano) 
biosintezo citrinina, hkrati pa se zmanjša biosinteza pigmentov. Glive rodu Monascus 
namreč ne morejo uporabiti glukoze za vir energije pod anaerobnimi pogoji, čeprav lahko 
rastejo v okolju, kjer je kisik limitni dejavnik. Pod takšnimi pogoji namreč sintetizirajo 
več etanola, kar privede do nižje biosinteze pigmentov. Z intenzivnejšim prezračevanjem 
se na eni strani zmanjša sinteza etanola, na drugi strani pa poveča vsebnost pigmentov 
(Carvalho in sod., 2003). Pri tem je pomembna tudi oblika zrn izbranega žita. Zrna prosa 
so manjša v primerjavi z riževimi, zato imajo posledično večjo specifično površino in 
nižjo viskoznost po avtoklaviranju, kar preprečuje nastanek skupkov ter omogoča 
intenzivnejše prezračevanje (Verma in sod., 2015). Zaradi zgornjega bi bilo zanimivo 
spremljati koncentracije CO2, O2 in etanola v trdnem substratu tekom gojenja, saj bi na ta 
način bolje ovrednotili izbrane parametre pri gojenju na trdni podlagi.  
4.2.4 Vpliv vsebnosti vode v substratu in ostalih parametrov na biosintezo 
sekundarnih metabolitov 
Optimalna začetna vsebnost vode v substratu pri gojenju gliv M. purpureus naj bi bila 
med 40 % in 50 %, vendar jo je potrebno vzdrževati ves čas gojenja. V literaturi tudi 
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zasledimo, da nižja začetna vsebnost vode med 25 % in 30 % zaradi nižje aktivnosti 
glukoamilaze privede do boljšega končnega izplena pigmenta. Za samo biosintezo 
sekundarnih metabolitov je bolje, če fermentacija poteka v temi, saj izpostavljenost 
svetlobi privede do manjšega donosa sekundarnih metabolitov, ki so občutljivi na 
svetlobo (Patakova in sod., 2015). Zhang in sod. (2017) navajajo, da na biosintezo 
monakolina K pri sorodni vrsti M. ruber vpliva veliko dejavnikov. Največji vpliv ima 
»delež polnitve« (ang. charge amount), ki predstavlja razmerje med volumnom trdnega 
medija in praznim prostorom v posodi ali kozarcu. Optimalni »delež polnitve« naj bi bil 
10 %, saj so po 20 dneh gojenja na prosu izmerili 8 mg monakolina K na gram suhega 
substrata (Zhang in sod., 2017). Zhang in sod. (2017) izpostavljajo, da ima večji »delež 
polnitve« negativen vpliv na biosintezo monakolina K zaradi količine glivne biomase, ki 
zmanjša vsebnost kisika in poviša temperaturo v kozarcu tekom gojenja. Predlagajo tudi 
optimalno začetno vsebnost vode za proso (55 %), ki privede do najvišje vsebnosti 
monakolina K (9,35 mg/g) pri 10 % deležu polnitve. Pri tem Subsandee in sod. (2014) 
predlagajo začetno vsebnost vode za riž (38 %) z največjim izplenom monakolina K 
(13,54 mg/g) pri sevu Monascus sp. KB9 in 20 % deležu polnitve. Ugotovili so, da je 
višja začetna vsebnost vode v substratu (41 % in 43 %) povezana z nižjo biosintezo 
monakolina K. Feng in sod. (2016) pri M. pilosus MS-1, gojenem na rižu, poročajo o 
najvišjem izplenu monakolina K (16,45 mg/g) pri začetni vsebnosti vode v substratu 35 
% in 30 % deležu polnitve. Žal iz njihovih študij ni razvidno kakšen material so 
Subsandee in sod. (2014), Feng in sod. (2016) ter Zhang in sod. (2017) uporabili za filter, 
s katerim so zagotovili prezračevanje v njihovih testnih steklenicah. S tem je povezano 
tudi prezračevanje, ki vpliva na biosintezo sekundarnih metabolitov. Na podlagi njihovih 
rezultatov predvidevamo, da bi v našem primeru z manjšim »deležem polnitve« (manjši 
od 32,5 %) ali s spremenjeno začetno vsebnostjo vode v substratu lahko dosegli večjo 
vsebnost monakolina K. Vendar bi morali v našem primeru glede na raznolikost med sevi 
v biosintezi sekundarnih metabolitov za vsak uporabljen sev M. purpureus določiti 
optimalno začetno vsebnost vode v substratu in delež polnitve. Samo na ta način bi lahko 
z gotovostjo potrdili ali ovrgli navdbo Zhang in sod. (2017), da se s povišanjem začetne 
vsebnosti vode poviša tudi biosinteza monakolina K.  
 
V našem primeru smo uporabili 32,5 % delež polnitve in začetno vsebnost vode substrata 
40 % (slika 36), ki je tekom gojenja naraščala pri obeh substratih in vseh sevih. Razen pri 
M. purpureus MOPU GS1, kjer je bila vsebnost vode v sveže preraščenem substratu 
skoraj nespremenjena ne glede na substrat tekom celotnega gojenja (vsebnost vode po 21 
dneh gojenja: 36,03 % na prosu in 38,73 % na rižu). M. purpureus MOPU GS1 je bil tudi 
edini sev M. purpureus, ki je biosintetiziral monakolin K (1,3 mg/g na rižu, 1,6 mg/g na 
prosu), a ne citrinina (slika 38). Vsi ostali sevi so namreč biosintetizirali citrinin (slika 
39). Največ ga je biosintetiziral sev M. purpureus EBY 4 (21 dni: 18,2 mg/g rižev 
substrat, 13,0 mg/g prosen substrat). Kot zanimivost lahko izpostavimo, da je bila 
povprečna vsebnost vode v sveže preraščenem substratu po koncu 21-dnevnega gojenja 
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na rižu (55,22 %) višja v primerjavi s prosom (48,32 %). Prav tako je bil pojav skupkov 
pri rižu večji v primerjavi s prosom. Vsebnost vode in pojav skupkov v substratu lahko 
negativno vpliva na prenos kisika in s tem povezano povišano biosintezo citrinina 
(Carvalho in sod., 2003; Subsaendee in sod., 2014). To je razvidno tudi iz naših rezultatov 
(slika 39), saj so vsebnosti citrinina višje pri rižu kot pri prosu. Uporabljena 40 % začetna 
vsebnost vode v substratu je pozitivno vplivala na biosintezo pigmentov pri sevu M. 
purpureus EBY 3 (slika 40), ki je po 21 dneh gojenja na rižu biosintetiziral največ 
pigmentov (vrednost pigmentov 248,27 CVU /mL na rižu in vsebnosti vode 57,12 % ter 
102,71 CVU /mL na prosu in vsebnosti vode 49,67 %). Razlike v vsebnosti opazovanih 
parametrov pri uporabljenih sevih M. purpureus so zelo velike. Ogbonna (2016) navaja, 
da optimalni pogoji sestave substrata za rast glive Monascus spp. niso nujno optimalni 
pogoji za biosintezo pigmentov, kar potrjujejo tudi naši rezultati (slika 40). 
4.2.5 Aktivnosti encimov (proteaze, lipaze in α-amilaze) v vodnih ekstraktih 
Naši rezultati so v nasprotju z navedbo Dikshit in Tallapragada (2012), ki navajata 
pozitivno korelacijo med biosintezo pigmentov (slika 40) in aktivnostjo -amilaze (slika 
41). Glede na literaturo naj bi glive rodu Monascus sintetizirale različne hidrolitične 
encime, kot so α-amilaze in β-amilaze, proteaze, lipaze, β-glukozidaze in glukoamilaze 
(Zoppas in sod., 2013, Chen in sod., 2015, Le Bloc’h in sod., 2015). Ravno zaradi 
prisotnosti hidrolitičnih encimov izdelke M. purpureus uporabljajo kot prezervans v 
mesni industriji (Le Bloc’h in sod., 2015).  
 
V vodnih ekstraktih sveže preraščenega substrata smo zaznali α-amilazno aktivnost, ki je 
bila višja in različna v primeru gojenja na prosu kot na rižu. Manan in sod. (2017) 
navajajo, da lahko sestava trdnega substrata vpliva na glivni metabolizem tekom gojenja 
in s tem povezano biosintezo sekundarnih metabolitov. Glive lahko zaradi izločanja 
različnih encimov, ki razgradijo polimere na manjše molekule, uporabijo različne vire 
ogljika in dušika. Zaradi tega razloga so pomembni tako vir kot tudi koncentracija ogljika 
in dušika oz. razmerje ogljika in dušika v substratu, ter vitamini. Vsi omenjeni faktorji 
namreč vplivajo na formulacijo oz. oblikovanje hif, hitrost glivne rasti in sporulacijo 
(Ajdari in sod., 2011). 
 
Vendar v vodnih ekstraktih sveže preraščenega substrata nismo zaznali aktivnosti proteaz 
in lipaz. Vzrok lahko pripišemo visoki vsebnosti škroba, ki smo ga zaznali v vodnih 
ekstraktih sveže preraščenega substrata in je odvisen od izbora substrata. Z uporabo testa 
vsebnosti D-glukoze v vodnih ekstraktih sveže preraščenega substrata smo določili 
vsebnost škroba. Glede na navedbe Patakova in sod. (2015) lahko visoko vsebnost škorba 
v vodnih ekstraktih sveže preraščenega substrata pripišemo visoki vodni aktivnosti, ki 
privede do večje aktivnosti glukoamilaze. Posledično se zaradi tega poveča sproščanje 
glukoze iz škroba. Nekatere raziskovalne skupine predlagajo nižjo začetno vsebnost vode, 
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saj bi s tem ohranjali nižjo aktivnost glukoamilaze (Yii-Lih in sod., 2008; Subsandee in 
sod., 2014; Manan in sod., 2017). 
 
Slika 41: Vpliv substrata prosa (rožnati krog) in riža (modri trikotnik) na aktivnost α-amilaze glede na čas 
gojenja (7, 14 in 21 dni) izbranega seva Monascus purpureus (NRRL 1596, BCRC 31615, EBY2, EBY3, 
EBY4 in MOPU GS1). Večji liki prikazujejo povprečja, manjši liki predstavljajo posamično vrednost 
biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % interval zaupanja (n = 3) 
Figure 41: Influence of millet (purple circles) and rice (blue triangles) on α-amylase activity, based on 
cultivation time (7, 14 and 21 days) of selected strains Monascus purpureus (NRRL 1596, BCRC 31615, 
EBY2, EBY3, EBY4 in MOPU GS1). Bigger shapes are average values and smaller shapes are values for 
each biological sample. Vertical lines represent a 95 % confidence interval (n = 3) 
4.2.6 Hemolitična aktivnosti metanolnih ekstraktov suhega preraščenega 
substrata 
Hemolitično aktivnost (slika 42) lahko opazimo pri vseh analiziranih vzorcih ne glede na 
substrat, vendar je bila na rižu hitrejša kot na prosu. Malenkost počasnejša je bila 
hemolitična aktivnost pri sevu M. purpureus MOPU GS1 gojenem na prosu. Lurá in sod. 
(2004) so hemolitično aktivnost v organskih ekstraktih, pri katerih so uporabili mešanico 
acetona in vode (v razmerju 80:20), pripisali citrininu, saj so jo zaznali v organskih 
ekstraktih pri sevih rodu Penicillium in Aspergillus. Gonzáles in sod. (1998) pa so 
hemolitično aktivnost v organskih ekstraktih (acetona in vode v razmerju 80:20) pripisali 
sinergističnemu učinku z drugimi glivnimi sekundarnimi metaboliti. Ravno zaradi visoke 
hemolitične aktivnosti pri kontrolnih vzorcih smo testirali tudi standardno raztopino 
citrinina in 80 % metanola, pri katerih nismo detektirali hemolitične aktivnosti. Zaradi 
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citrinina ovrgli. Potrebno je omeniti razliko v uporabljenem organskem topilu, ki bi lahko 
vplival na končni rezultat. Vzrok za hemolitično aktivnost pri vseh analiziranih vzorcih 
smo pripisali naravni obrambi žita pred škodljivci, kot so saponini in drugi naravni 
surfaktanti. Njihovo prisotnost so potrdili Rao in sod. (2011) v 4 različnih sortah prosa, 
med njimi tudi v navadnem prosu, ki smo ga uporabili v naši raziskavi. Khalid in sod. 
(2015) so potrdili prisotnost saponinov pri 8 sortah riža, med njimi tudi pri rjavem rižu. 
Saponini so toksični glikozidi, ki so jim že pripisali hemolitično aktivnost (Boysen in 
Hearn, 2010), poleg tega naj bi imeli protimikrobno, protirakavo, protivnetno in 
protidiabetično delovanje (Schoenlechner in sod. 2008). Prav tako naj bi saponini 
prispevali k znižanju holesterola tako, da se vežejo na holesterol in s tem preprečijo 
absorbcijo v črevesju (Liu in sod. 2016, Jesch in Carr, 2017). V našem primeru izbranih 
substratov pred avtoklaviranjem nismo namakali v vodi ali jih splahnili z vodo. Zato 
obstaja verjetnost, da so se saponini obdržali na žitu, kar pojasnuje hemolizo eritrocitov 
tudi v kontrolnih vzorcih metanolnega ekstrakta suhega substrata, saj ravno s postopkom 
namakanja žit speremo saponine (Shi in sod. 2004).  
 
Slika 42: Vpliv substrata prosa (rožnati krog) in riža (modri trikotnik) na hitrost hemolize glede na čas (7, 
14 in 21 dni) izbranega seva Monascus purpureus (NRRL 1596, BCRC 31615, EBY2, EBY3, EBY4 in 
MOPU GS1). Večji liki prikazujejo povprečja, manjši liki predstavljajo posamično vrednost biološkega 
vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % interval zaupanja (n = 3) 
Figure 42: Influence of millet (purple circles) and rice (blue triangles) on haemolysis based on cultivation 
time (7, 14 and 21 days) of selected strains Monascus purpureus (NRRL 1596, BCRC 31615, EBY2, EBY3, 
EBY4 in MOPU GS1). Bigger shapes are  average values and smaller shapes are values for each biological 
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4.2.7 Zaključki drugega dela poskusa kot podlaga za sogojenje izbranega seva 
Monascus purpureus s sevi Trametes versicolor TV in TV selo ter Flammulina 
velutipes FLVE 
V drugem delu študije smo se posvetili raziskovanju vpliva substrata (riž in mešanica 
prosa) na gojenje različnih sevov M. purpureus in izbrane parametre pH, vsebnost vode 
v svežem substratu, izgubo suhe mase, določitev encimske aktivnosti, hemolitično 
aktivnost substrata, koncentracije sekundarnih metabolitov (monakolin K, citrinin in 
pigmenti) ter ergosterola, z namenom izbora najprimernejšega seva M. purpureus in 
substrata za sogojenje z drugimi izbranimi saprofitskimi glivami. 
 
Na podlagi pridobljenih rezultatov smo za nadaljnje raziskave izbrali sev M. purpureus 
MOPU GS1, ki je edini biosintetiziral farmakološko pomembni sekundarni metabolit 
monakolin K in ob tem ni biosintetiziral hepatotoksina citrinina. Pri omenjenemu sevu 
smo sicer določili nižje vsebnosti pigmentov, ergosterola, izgubo suhe mase in vsebnosti 
vode v sveže preraščenem substratu. Prav tako je bila rast v primerjavi z drugimi sevi 
počasnejša, kar smo spremljali z meritvami vsebnosti ergosterola preraščenega substrata 
(slika 37). Rezultati so predstavljeni v poglavju 4.3. 
 
Glede na naše rezultate se je uporaba prosa izkazala kot dobra alternativa rižu, saj so bile 
vsebnosti monakolina K višje pri gojenju M. purpureus MOPU GS1 na prosu (slika 38). 
Hkrati je bila tudi vsebnost citrinina nižja pri vseh uporabljenih sevih M. purpureus 
gojenih na prosu (slika 39). Naše ugotovitve glede prosa, kot dobrega izbora za biosintezo 
metabolitov, navajajo tudi Zhang in sod. (2017) in hkrati izpostavljajo potrebo po 
optimizaciji ostalih parametrov (delež polnitve gojitvene posode, volumen inokuloma, 
začetna vsebnost vode v substratu in čas gojenja), ki so ključnega pomena pri biosintezi 
monakolina K. Razlog, da je proso primernejše kot riž, lahko pripišemo fizikalnim 
karakteristikam zrn prosa, saj imajo večjo specifično površino in nižjo viskoznost po 
avtoklaviranju. Posledično je tudi nastanek skupkov manjši, kar omogoča boljše 
prezračevanje. Razlika je tudi v kemijski sestavi med substratoma, kar igra pomembno 
vlogo pri biosintezi sekundarnih metabolitov. Podrobnejši vpliv substrata na izbrane 
parametre (biosintezo sekundarnih metabolitov, izgubo suhe mase substrata, spremembo 
vrednosti pH, vsebnost vode v sveže preraščenih substratih in ergosterola) je predstavljen 
v poglavjih 4.2.1 in 4.2.3. 
 
Kljub zanimivim rezultatom pri gojenju na prosu pri danih pogojih (40 % začetna 
vsebnost vode, 5 mL utekočinjenega micelija, 21-dnevno gojenje v temi), je potrebno 
izpostaviti, da predstavlja riž pri biosintezi pigmentov še zmeraj boljši substrat kot proso, 
saj so bile vsebnosti pigmentov višje pri rižu. Največji potencial za biosintezo pigmentov 
na rižu ima sev M. purpureus EBY 3 (slika 40). Vendar slednji biosintetizira citrinin (slika 
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39), kar predstavlja omejujoč dejavnik za uporabo tako v živilski industriji kot tudi na 
področju prehranskih dopolnil. 
4.3 REZULTATI SOGOJENJA Monascus purpureus MOPU GS1 S SEVI Trametes 
versicolor TV IN TV SELO TER Flammulina velutipes FLVE 
Na podlagi rezultatov, ki so predstavljeni v poglavjih 4.1 in 4.2, smo se odločili za 
izpeljavo sogojenja izbranega seva M. purpureus MOPU GS1 s sevi T. versicolor TV in 
TV selo ter F. velutipes FLVE. Poskus smo zastavili tako, da smo preverjali vpliv 
temperature (23,5 °C in 27,5 °C), substrata (riž ali mešanice prosa), načina nanosa 
inokuluma (istočasen ali zaporeden način) in načina sogojenja na biosintezo sekundarnih 
metabolitov (citrinin, monakolin K in pigmenti), ergosterola in ostale izbrane parametre 
(izgubo suhe mase substrata, spremembo vrednosti pH, vsebnosti vode v substratu). 
Odločili smo se, da bomo proučevali vpliv višje začetne vsebnosti vode v substratu na 
sogojenje in omenjene parametre. Tako smo povečali začetno vsebnost vode iz 40 % na 
45 %.  
 
Zaporedni način cepitve utekočinjenega micelija smo pripravili tako, da smo na sveže 
preraščen substrat s strani M. purpureus MOPU GS1 po 7-dnevnem gojenju, dodali 5 mL 
inokuluma druge izbrane glive in vse skupaj premešali ter tako pričeli sogojenje. V 
primeru monokulture M. purpureus MOPU GS1 smo na preraščen substrat dodali 5 mL 
vode in vse skupaj premešali. S tem smo želeli zagotoviti enake pogoje pri monokulturi 
M. purpureus MOPU GS1 in pri sogojenju. V primeru istočasnega načina cepitve 
utekočinjenega micelija smo na steriliziran substrat dodali 5 mL utekočinjenega micelija 
M. purpureus MOPU GS1 in 5 mL T. versicolor TV ter tako inokuliran substrat dobro 
premešali. V primeru monokultur smo na inokuliran substrat dodali 5 mL več vode in 
tako pripravljen substrat premešali. Dodatek vode je bil preračunan tako, da smo dosegli 
45 % začetno vsebnost vode v substratu.  
 
Rezultati, ki so predstavljeni v tem poglavju so shematsko prikazani na sliki 43. Gojenje 
je potekalo v temi pri različnih temperaturah (23,5 °C in 27,5 °C) in različnih tipih 
substrata (riž in mešanici prosa), vzorčenje pa smo izvedli na 7., 14. in 21. dan. 
 
Encimskih testov (proteaze, lipaze in α-amilaze) v tem delu raziskav nismo izvedli, saj 
smo v primeru izbora najboljšega seva M. purpureus v vodnih ekstraktih zaznali samo 
aktivnost α-amilaz in ne proteaz ter lipaz (rezultati so predstavljeni v poglavju 4.2.5). 
Prav tako v tem delu raziskav nismo analizirali aktivnosti glukoamilaze. 
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Slika 43: Shematski prikaz poskusov, ki so predstavljeni v poglavju 4.3 
Figure 43: Scheme of experiments that are presented in chapter 4.3 
4.3.1 Vpliv temperature na biosintezo sekundarnih metabolitov pri sogojenju 
Monascus purpureus MOPU GS1 s Flammulina velutipes FLVE 
Preverjali smo vpliv različnih temperatur (23,5 °C in 27,5 °C, pri 45 % začetni vsebnost 
vode v substratu) na biosintezo sekundarnih metabolitov (monakolina K in citrinina), 
ergosterola in hemolitično aktivnost, vsebnost pigmentov, izgubo suhe mase substrata, 
vsebnost vode ter vrednost pH preraščenega substrata. Priprave substrata, zaporednega 
načina cepitve utekočinjenega micelija in potek gojenja so opisane v poglavjih 3.2.10.1 
in 3.2.10.5. 
 
Ugotovili smo, da višja temperatura negativno vpliva na vsebnost citrinina pri 
monokulturi M. purpureus MOPU GS1 (slika 44). Biosinteza citrinina je statistično 
značilno (p < 0,05) višja pri gojenju na višji temperaturi (27,5 °C). Vendar pri sogojenju 
M. purpureus MOPU GS1 s F. velutipes FLVE, tako pri nižji kot višji temperaturi, ne 
pride do biosinteze citrinina. Ob primerjavi rezultatov, ki so predstavljeni v poglavju 4.2, 
z vsebnostjo citrinina (slika 39), lahko trdimo, da je v našem primeru povišanje začetne 
vsebnosti vode s 40 % na 45 % vplivalo na povečanje biosinteze citrinina pri sevu M. 
purpureus MOPU GS1. Izbrani sev M. purpureus MOPU GS1 pri 40 % začetni vsebnosti 
vode v substratu ni biosintetiziral citrinina na rižu ali prosu.  
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V primeru sogojenja se citrinin pri obeh temperaturah ne biosintetizira, kar je v skladu z 
ugotovitvijo Suharna (2015), ki navaja, da se v primeru sogojenja M. purpureus Skw2 z 
Bacillus megaterium ne biosintetizira citrinin. Vendar je Suharna (2015) zaznal prisotnost 
citrinina v monokulturi. Naši rezultati so v nasprotju s Hasan in sod. (2015), ki navajajo, 
da so v primeru sogojenja M. purpureus MTCC 369 z M. ruber MTCC 1880 dosegli višje 
vsebnosti citrinina (sogojenje: 9,5 µg/g in monokultura: 8,3 µg/g). 
  
Slika 44: Vpliv temperature inkubacije 23,5 °C (rdeči krogi) in 27,5 °C (modri krogi) na biosintezo citrinina 
glede na čas gojenja (7 in 21 dni) izbranih gliv, gojenih na prosu. Večji liki prikazujejo povprečja, manjši 
liki predstavljajo posamično vrednost biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % interval 
zaupanja (n = 3) 
Figure 44: Incubation temperature influence 23,5 °C (red circles) and 27,5 °C (blue circles) on citrinin 
biosynthesis based on cultivation time (7 and 21 days) of selected fungi when cultivated on millet. Bigger 
shapes are average values and smaller shapes are values for each biological sample. Vertical lines represent 
a 95 % confidence interval (n = 3) 
 
Temperatura ima pozitiven učinek na višjo biosintezo monakolina K (slika 45) pri 
sogojenju M. purpureus MOPU GS1 s F. velutipes FLVE v primerjavi z monokulturo M. 
purpureus MOPU GS1. Statistično značilno razliko (p < 0,05) v vsebnosti monakolina K 
med monokulturo M. purpureus MOPU GS1 in sogojenjem s F. velutipes FLVE lahko 
opazimo pri nižji temperaturi (23,5 °C). Vsebnost monakolina K je pri sogojenju in 
temperaturi gojenja 23,5 °C višja kot pri monokulturi M. purpureus MOPU GS1 pri enaki 
temperaturi gojenja. Panda in sod. (2010a) so pri sogojenju M. purpureus in M. ruber (18 
dni, 5 mL utekočinjenega micelija, pH substrata 6, temperaturi 25 °C in 35 °C) pri nižji 
temperaturi zaznali več monakolina K (1,79 mg/g) v primerjavi z višjo temperaturo (1,1 
mg/g). V primeru pH 7 substrata in gojenja pri 30 °C so dosegli višje vsebnosti 
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monakolina K (2,03 mg/g). Potrebno je izpostaviti, da so bile vsebnosti monakolina K, ki 
jih navajajo Panda in sod. (2010a), pri 14-dnevnem sogojenju (5 mL utekočinjenega 
micelija, pH substrata 6) in temperaturi 30 °C višje (2,81 mg/g) v primerjavi z daljšim 
časom gojenja pri različni temperaturi (25 °C in 35 °C). Glede na rezultate lahko trdimo, 
da imata temperatura in način sogojenja vpliv na biosintezo sekundarnih metabolitov. 
Glede na navedbe Shin in sod. (1998), predpostavljamo, da je višja vsebnost monakolina 
K v primeru sogojenja povezana z obrambnim mehanizmom M. purpureus MOPU GS 1, 
ki se na hidrolizo celične stene odzove s povišano biosintezo monakolina K. Gliva F. 
velutipes namreč biosintetizira hidrolitične encime, celulaze, hemicelulaze, peroksidaze 
in ligninolitične encime (Xie in sod., 2017). V našem primeru so vrednosti monakolina K 
pri sogojenju višje kot v primeru gojenja v monokulturi, ne glede na temperaturo gojenja. 
Sogojenje lahko aktivira obrambni sistem ali speče gene pri M. purpureus (Netzker in 
sod., 2015), ki se odzove s povečano biosintezo hidrofobnih spojin, kamor poleg 
pigmentov (Shin in sod., 1998) sodi tudi monakolin K (Lee in sod. 2007) in na ta način 
prepreči delovanje encimov. Kljub temu, da ima citrinin hidrofobne lastnosti (Carvalho 
in sod., 2005), se v primeru sogojenja (slika 44) ne biosintetizira, ne glede na temperaturo 
gojenja. Seenivasan in sod. (2018) izpostavljajo, da imajo fizikalni parametri, kot so 
viskoznost in mešanje substrata ter temperatura, pri kateri poteka gojenje, enakovredni 
pomen na biosintezo monakolina K pri sevu M. purpureus MTCC 369. Odsotnost 
monakolina K pri F. velutipes FLVE je pričakovan rezultat, saj naj bi se nahajal samo v 
trosnjaku (Chen in sod., 2012). 
 
Glede na razlike v optimalni začetni vsebnosti vode v substratu in izbranem sevu roda 
Monascus spp. (Xu in sod., 2004; Chen in Hu, 2005; Yii-Lih in sod. 2008; Subsandee in 
sod., 2014; Feng in sod., 2016, Zhang in sod., 2017), bi bilo potrebno v našem primeru 
za sev M. purpureus MOPU GS1 dodatno določiti optimalno začetno vsebnost vode, pri 
kateri bi M. purpureus MOPU GS1 biosintetiziral največ monakolina K, a ne citrinina. 
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Slika 45: Vpliv temperature inkubacije 23,5 ° (rdeči krogi) in 27,5 °C (modri krogi) na biosintezo 
monakolina K glede na čas gojenja (7 in 21 dni) izbranih gliv, gojenih na prosu. Večji liki prikazujejo 
povprečja, manjši liki predstavljajo posamično vrednost biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 
95 % interval zaupanja (n = 3) 
Figure 45: Incubation temperature influence 23,5 °C (red circles) and 27,5 °C (blue circles) on monacolin 
K biosynthesis based on cultivation time (7 and 21 days) of selected fungi when cultivated on millet. Bigger 
shapes are average values and smaller shapes are values for each biological sample. Vertical lines represent 
a 95 % confidence interval (n = 3) 
 
Statistično značilne razlike (p < 0,05) v vsebnosti pigmentov opazimo pri monokulturi M. 
purpureus MOPU GS1 gojeni pri 23,5 °C in 27,5 °C (slika 46) ne glede na čas vzorčenja. 
Pri višji temperaturi gojenja (27,5 °C) je vsebnost pigmentov v monokulturi M. purpureus 
MOPU GS1 višja v primerjavi z gojenjem pri nižji temperaturi (23,5 °C). Vsebnost 
pigmentov pri gojenju monokulture M. purpureus MOPU GS1 pri 27,5 °C je statistično 
značilno (p < 0,05) višja kot pri sogojenju s F. velutipes FLVE. Na podlagi rezultatov 
lahko trdimo, da ima višja temperatura gojenja (27,5 °C) pri monokulturi M. purpureus 
MOPU GS1 pozitivni vpliv na biosintezo pigmentov ob primerjavi vsebnosti pigmentov 
pri sogojenju M. purpureus MOPU GS1 s F. velutipes FLVE. 
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Slika 46: Vpliv temperature inkubacije 23,5 ° (rdeči krogi) in 27,5 °C (modri krogi) na biosintezo 
pigmentov glede na čas gojenja (7 in 21 dni) izbranih gliv, gojenih na prosu. Večji liki prikazujejo 
povprečja, manjši liki predstavljajo posamično vrednost biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 
95 % interval zaupanja (n = 3). CVU pomeni barvno enoto (ang. colour value units), njen preračun je 
prikazan v poglavju 3.2.15 
Figure 46: Incubation temperature influence 23,5 °C (red circles) and 27,5 °C (blue circles) on pigments 
biosynthesis based on cultivation time (7 and 21 days) of selected fungi when cultivated on millet. Bigger 
shapes are average values and smaller shapes are values for each biological sample. Vertical lines represent 
a 95 % confidence interval (n = 3). CVU stands for colour value units, its caliculation is presented in chapter 
3.2.15 
 
Biosinteza ergosterola (slika 47) je statistično značilno (p < 0.05) različna med 
monokulturo F. velutipes FLVE in M. purpureus MOPU GS1 ali njunim sogojenjem, ne 
glede na temperaturo ali čas gojenja. Višjo vsebnost ergosterola pri F. velutipes FLVE 
lahko pripišemo izbranima temperaturama gojenja, saj sta obe v območju optimalne 
temperature rasti za glive rodu F. velutipes med 22 °C in 26 °C (Tonomura, 1978). Pri 
višji temperaturi (27,5 °C) gojenja seva M. purpureus MOPU GS1 opazimo višjo 
vsebnost ergosterola. Rezultat lahko povežemo z višjo vsebnostjo pigmentov (slika 46) 
pri monokulturi M. purpureus MOPU GS 1, saj se slednji biosintetizirajo v stacionarni 
fazi rasti. Temperatura v primeru sogojenja nima vpliva na biosintezo ergosterola. 
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Slika 47: Vpliv temperature inkubacije 23,5 ° (rdeči krogi) in 27,5 °C (modri krogi) na biosintezo 
ergosterola glede na čas gojenja (7 in 21 dni) izbranih gliv, gojenih na prosu. Večji liki prikazujejo 
povprečja, manjši liki predstavljajo posamično vrednost biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 
95 % interval zaupanja (n = 3) 
Figure 47: Incubation temperature influence 23,5 °C (red circles) and 27,5 °C (blue circles) on ergosterol 
biosynthesis based on cultivation time (7 and 21 days) of selected fungi when cultivated on millet. Bigger 
shapes are average values and smaller shapes are values for each biological sample. Vertical lines represent 
a 95 % confidence interval (n = 3)  
 
Temperatura gojenja nima statistično značilnega (p < 0.05) vpliva na izgubo suhe mase 
susbstrata (slika 48). Pridobljeni rezultati o izgubi suhe mase so primerljivi s preteklimi 
rezultati, ki so predstavljeni v poglavju 4.2.1 (slika 34). Pri izbranem sevu M. purpureus 
MOPU GS1 smo namreč opazili počasnejšo izgubo suhe mase (slika 34), kar smo 
spremljali tudi preko skoraj konstantne vsebnosti vode v substratu (slika 36). Počasno 
spremembo v vsebnosti vode v substratu smo povezali z respiracijo in jo lahko opazimo 
tudi v našem primeru (slika 49). Potrebno je izpostaviti, da je višja vsebnost vode v 
substratu povezana z višjo viskoznostjo in slabšim prenosom kisika, kar ustvari 
inkubacijske pogoje, pri katerih je kisik omejujoč dejavnik (Verma in sod., 2015) in lahko 
privede do višje biosinteze citrinina, kar smo opazili tudi v našem primeru (slika 44).  
 
Kot omenjeno v poglavju 4.2.1, izgube suhe mase substrata pri kontrolnih vzorcih, ne 
moremo popolnoma interpretirati, saj so potrebne dodatne raziskave, da bi podrobneje 
razumeli mehanizem dogajanja v času sterilizacije substrata. 
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Slika 48: Vpliv temperature inkubacije 23,5 ° (rdeči krogi) in 27,5 °C (modri krogi) na izgubo deleža suhe 
mase glede na čas gojenja (7 in 21 dni) izbranih gliv, gojenih na prosu. Večji liki prikazujejo povprečja, 
manjši liki predstavljajo posamično vrednost biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % 
interval zaupanja (n = 3) 
Figure 48: Incubation temperature influence 23,5 °C (red circles) and 27,5 °C (blue circles) on dry matter 
loss based on cultivation time (7 and 21 days) of selected fungi when cultivated on millet. Bigger shapes 
are average values and smaller shapes are values for each biological sample. Vertical lines represent a 95 
% confidence interval (n = 3) 
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Slika 49: Vpliv temperature inkubacije 23,5 ° (rdeči krogi) in 27,5 °C (modri krogi) na vsebnost vode v 
sveže preraščenem prosu glede na čas gojenja (7 in 21 dni) izbranih gliv. Večji liki prikazujejo povprečja, 
manjši liki predstavljajo posamično vrednost biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % 
interval zaupanja (n = 3) 
Figure 49: Incubation temperature influence 23,5 °C (red circles) and 27,5 °C (blue circles) on water content 
in freshly overgrown substrate, based on cultivation time (7 and 21 days) of selected fungi when cultivated 
on millet. Bigger shapes are average values and smaller shapes are values for each biological sample. 
Vertical lines represent a 95 % confidence interval (n = 3) 
 
Statistično značilne razlike (p < 0,05) o vplivu temperature gojenja na pH preraščenega 
substrata opazimo pri gojenju monokulture M. purpureus MOPU GS1 pri 23,5 °C ob 
primerjavi s sogojenjem s F. velutipes FLVE (slika 50). Glede na pretekle rezultate, ki so 
predstavljeni v poglavju 4.2.1 (slika 35), lahko pri sevu M. purpureus MOPU GS1 (23,5 
°C) po 7 dneh gojenja opazimo najprej padec v vrednosti pH, ki se z daljšim časom 
gojenja spreminja oz. se prične vrednost pH poviševati. Spremembo v vrednosti pH 
tekom gojenja navajajo tudi Dhakal in sod. (2012) ter Subsaendee in sod. (2014) ter jo 
lahko povežemo z biosintezo sekundarnih metabolitov tekom gojenja. 
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Slika 50: Vpliv temperature inkubacije 23,5 ° (rdeči krogi) in 27,5 °C (modri krogi) na spremembo 
vrednosti pH prosa glede na čas gojenja (7 in 21 dni) izbranih gliv. Večji liki prikazujejo povprečja, manjši 
liki predstavljajo posamično vrednost biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % interval 
zaupanja (n = 3)  
Figure 50: Incubation temperature influence 23,5 °C (red circles) and 27,5 °C (blue circles) on substrate 
pH value based on cultivation time (7 and 21 days) of selected fungi when cultivated on millet. Bigger 
shapes are average values and smaller shapes are values for each biological sample. Vertical lines represent 
a 95 % confidence interval (n = 3) 
 
Na hemolitično aktivnost temperatura nima statistično značilnega (p < 0,05) vpliva (slika 
43), saj smo jo zaznali tako pri bioloških kot kontrolnih vzorcih. Kot smo že izpostavili v 
poglavju 4.2.6, smo hemolitično aktivnost pripisali prisotnosti saponinov in drugim 
naravnim surfaktantom, katerim sta Boysen in Hearn (2010) že pripisala hemolitično 
delovanje. Prosa pred avtoklaviranjem nismo namakali ali spirali, zato obstaja verjetnost, 
da se saponini niso izprali z žita. 
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Slika 51: Vpliv temperature inkubacije 23,5 ° (rdeči krogi) in 27,5 °C (modri krogi) na hemolitično 
aktivnost vzorcev glede na čas gojenja (7 in 21 dni) izbranih gliv, gojenih na prosu. Večji liki prikazujejo 
povprečja, manjši liki predstavljajo posamično vrednost biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 
95 % interval zaupanja (n = 3) 
Figure 51: Incubation temperature influence 23,5 °C (red circles) and 27,5 °C (blue circles) on haemolysis 
based on cultivation time (7 and 21 days) of selected fungi when cultivated on millet. Bigger shapes are 
average values and smaller shapes are values for each biological sample. Vertical lines represent a 95 % 
confidence interval (n = 3) 
4.3.2 Vpliv substrata na biosintezo sekundarnih metabolitov pri sogojenju 
Monascus purpureus MOPU GS1 s Trametes versicolor TV 
Vpliv različnih substratov (riž in proso pri 45 % začetni vsebnosti vode v substratu in 
27,5 °C temperaturi sogojenja) na biosintezo sekundarnih metabolitov (monakolina K in 
citrinina), ergosterola in hemolitično aktivnost, vsebnost pigmentov, izgubo suhe mase 
substrata, vsebnost vode ter vrednost pH preraščenega substrata. Priprava substrata, 
zaporednega načina cepitve utekočinjenega micelija in potek gojenja je opisana v 
poglavjih 3.2.10.1. in 3.2.10.4. 
 
Pri danih pogojih (45 % začetna vsebnost vode v substratu, temperatura gojenja 27,5 °C) 
se vsebnost citrinina v substratu v monokulturi M. purpureus MOPU GS1 gojeni na prosu 
statistično značilno (p < 0,05) razlikuje od gojenja na rižu (slika 52). Vsebnost citrinina 
ob gojenju M. purpureus MOPU GS1 na prosu z daljšim časom gojenja narašča. Prav 
tako so statistično značilne (p < 0,05) razlike pri sogojenju na prosu v primerjavi z 
monokulturo M. purpureus MOPU GS1. Kot že omenjeno v poglavju 4.3.1, ima povišana 
začetna vsebnost vode vpliv na biosintezo citrinina pri gojenju M. purpureus MOPU GS1 
na prosu. Ob primerjavi rezultatov o vsebnosti citrinina pri M. purpureus MOPU GS1 
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vode substrata (slika 39) (poglavje 4.2.2) smo opazili, da se je pri sevu M. purpureus 
MOPU GS1 pri povišani začetni vsebnosti vode pričel biosintetizirati citrinin samo na 
prosu, a ne na rižu.  
 
Slika 52: Vpliv sestave substrata (proso (rdeči krogi) in riž (modri krogi)) na biosintezo citrinina glede na 
čas gojenja (7 in 21 dni) izbranih gliv. Večji liki prikazujejo povprečja, manjši liki predstavljajo posamično 
vrednost biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % interval zaupanja (n = 3) 
Figure 52: Influence of substrate (millet (purple circles) and rice (blue triangles)) on citrinin biosynthesis 
based on cultivation time (7 and 21 days). Bigger shapes are average values and smaller shapes are values 
for each biological sample. Vertical lines represent a 95 % confidence interval (n = 3) 
 
Na podlagi rezultatov HPLC analize lahko trdimo, da sogojenje M. purpureus MOPU 
GS1 s T. versicolor TV na različnih substratih ne privede do povečane biosinteze 
monakolina K (slika 53). Vsebnosti v monakolinu K se statistično ne razlikujejo med 
gojenjem monokulture M. purpureus MOPU GS1 in sogojenjem s T. versicolor TV (p < 
0,05). Na podlagi rezultatov opazimo razliko v vsebnosti monakolina K pri gojenju 
monokulture T. versicolor TV na različnih substratih. T. versicolor TV je po 21 dnevih 
gojenja, biosintetiziral več monakolina K na obeh substratih kot monokultura M. 
purpureus MOPU GS1 ali v primeru njunega sogojenja. Izpostaviti je potrebno visoko 
vsebnost monakolina K v primeru monokulture M. purpureus MOPU GS1 po 7 dneh 
gojenja, ki drastično pade tekom daljšega časa gojenja (med 7- in 21-dnevnim gojenjem). 
Na podlagi rezultatov predpostavljamo, da je za namene biosinteze monakolina K pri 
sevu M. purpureus MOPU GS 1 gojenem na prosu, optimalen čas gojenja 7 dni. V ta 
namen bi bilo potrebno ponoviti gojenje M. purpureus MOPU GS1 in vzorčenje 
opravljati dnevno 14 dni. Padec v vsebnosti monakolina K opazimo že po 14 dneh gojenja 
M. purpureus MOPU GS1 (slika 69). Vpliv substrata na biosintezo sekundarnih 
riž 
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metabolitov je podrobneje opisan v poglavju 4.2.2. Če povzamemo, na biosintezo 
sekundarnih metabolitov vpliva sestava substrata, saj se riž in proso razlikujeta v 
vsebnosti škroba, skupnih proteinov, maščob, vlaknin, ogljikovih hidratov, mineralov in 
aminokislinski sestavi. Razlike v biosintezi monakolina K na različnih substratih (3 sorte 
riža, 2 sorti prosa, koruza, ječmen in pšenica) je preučeval tudi Venkateswaran (2010) pri 
M. purpureus MTCC 410. Najvišje vsebnosti monakolina K je dosegel pri gojenju na 
kaljenem prosu, saj se s kaljenjem poveča biodostopnost mineralov (Ca, P, Fe, Mg, Zn in 
Cu), ki jih M. purpureus potrebuje za rast. Prisotnost monakolina K pri T. versicolor TV 
je v skladu z navedbo Chen in sod. (2012), ki pri T. versicolor navajajo prisotnost 
monakolina K v miceliju. 
 
Slika 53: Vpliv sestave substrata (proso (rdeči krogi) in riž (modri krogi)) na biosintezo monakolina K 
glede na čas gojenja (7 in 21 dni) izbranih gliv. Večji liki prikazujejo povprečja, manjši liki predstavljajo 
posamično vrednost biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % interval zaupanja (n = 3) 
Figure 53: Influence of substrate (millet (purple circles) and rice (blue triangles)) on monacolin K 
biosynthesis based on cultivation time (7 and 21 days). Bigger shapes are average values and smaller shapes 
are values for each biological sample. Vertical lines represent a 95 % confidence interval (n = 3) 
 
Venkateswaran (2010) je proučeval vpliv različnih substratov (3 sorte riža, 2 sorti prosa, 
koruza, ječmen in pšenica) na biosintezo pigmentov. Ugotovil je, da M. purpureus MTCC 
410 biosintetizira več pigmentov na rižu kot na prosu. Njegova ugotovitev je v nasprotju 
z našimi rezultati o vsebnosti pigmentih pri gojenju M. purpureus MOPU GS1 pri 40 % 
začetni vsebnosti vode (slika 40) in pri 45 % začetni vsebnosti vode (slika 54). Razliko v 
biosintezi pigmentov lahko pripišemo lastnostim oz. karakteristikam seva M. purpureus 
MOPU GS1. Količina v biosintezi pigmentov se namreč razlikuje med sevi, kar smo 
potrdili z rezultati predstavljenimi v poglavju 4.2.2 (slika 40). Na podlagi teh rezultatov 
riž 
Marič A. Vpliv sogojenja glive M. purpureus z izbranimi saprofitskimi glivami na biosintezo citrinina in monakolina K. 
     Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
 
116 
(slika 40) predstavlja riž še vedno boljši substrat za biosintezo pigmentov za večino 
uporabljenih sevov M. puprureus, razen za M. purpureus MPU GS1, ki je že takrat 
biosintetiziral malenkost več pigmentov na prosu kot na rižu. Glede na podatke (slika 54) 
pride v monokulturi M. purpureus MOPU GS1 do statistično značilnih (p < 0,05) razlik 
v biosintezi pigmentov pri gojenju na rižu (7,78 CVU /mL) in prosu (29,58 CVU /mL). 
Sogojenje M. purpureus MOPU GS1 s T. versicolor TV ne spodbuja oz. poveča 
biosinteze pigmentov. Podobne rezultate smo dobili tudi pri gojenju M. purpureus MOPU 
GS1 pri 40 % začetni vsebnosti vode (riž: 8,05 CVU /mL in proso: 28,53 CVU /mL). Na 
podlagi rezultatov lahko trdimo, da povišanje vsebnosti vode ne vpliva na biosintezo 
pigmentov pri sevu M. pruprureus MOPU GS1. Vendar je vsebnost pigmentov višja pri 
gojenju na prosu kot na rižu.  
 
Slika 54: Vpliv sestave substrata (proso (rdeči krogi) in riž (modri krogi)) na biosintezo pigmentov glede 
na čas gojenja (7 in 21 dni) izbranih gliv. Večji liki prikazujejo povprečja, manjši liki predstavljajo 
posamično vrednost biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % interval zaupanja (n = 3). 
CVU pomeni barvno enoto (ang. colour value units), njen preračun je prikazan v poglavju 3.2.15 
Figure 54: Influence of substrate (millet (purple circles) and rice (blue triangles)) on pigment biosynthesis 
based on cultivation time (7 and 21 days) Bigger shapes are average values and smaller shapes are values 
for each biological sample. Vertical lines represent a 95 % confidence interval (n = 3). CVU stands for 
colour value units, its calculation is presented in chapter 3.2.15 
 
Vpliv substrata na biosintezo ergosterola (slika 55) je statistično značilno (p < 0,05) 
različen pri monokulturi T. versicolor TV gojeni na rižu v primerjavi z drugimi sevi. Višjo 
vsebnost ergosterola pri T. versicolor TV lahko pripišemo lažji dostopnosti hranil iz riža, 
saj smo pri prosu uporabili mešanico oluščenega in neoluščenega prosa (v razmerju 2:1). 
Predpostavljamo, da lahko razliko v vsebnosti ergosterola pripišemo tudi delovanju 
riž 
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različnih encimov, ki jih T. versicolor TV izloča (lakaze, ksilanaze, proteaze, lignin in 
mangan peroksidaze) (Iandolo in sod., 2011; Sigoillot in sod., 2012). Za potrditev naše 
predpostavke bi bilo potrebno analizirati aktivnost omenjenih encimov v vodnih 
ekstraktih sveže preraščenega substrata. V primeru sogojenja M. purpureus MOPU GS1 
s T. versicolor TV lahko na podlagi rezultatov zaključimo, da substrat (riž ali proso) nima 
vpliva na biosintezo ergosterola (p < 0,05). Prav tako substrat nima vpliva pri gojenju 
monokulture M. puprureus MOPU GS1, kar dodatno potrjuje naše ugotovitve, ki so 
predstavljene v poglavju 4.2.1 (slika 37). 
 
Slika 55: Vpliv sestave substrata (proso (rdeči krogi) in riž (modri krogi)) na biosintezo ergosterola glede 
na čas gojenja (7 in 21 dni) izbranih gliv. Večji liki prikazujejo povprečja, manjši liki predstavljajo 
posamično vrednost biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % interval zaupanja (n = 3) 
Figure 55: Influence of substrate (millet (purple circles) and rice (blue triangles)) on ergosterol biosynthesis 
based on cultivation time (7 and 21 days). Bigger shapes are average values and smaller shapes are values 
for each biological sample. Vertical lines represent a 95 % confidence interval (n = 3)  
 
Izgubo v suhi masi kontrolnih vzorcev smo podrobneje diskutirali v poglavju 4.2.1. 
Predpostavljamo, da so potrebne dodatne analize, ki bodo pripeljale do boljšega 
razumevanja rezultatov o izgubi suhe mase substrata pri kontrolnih vzorcih. 
riž 
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Slika 56: Vpliv sestave substrata (proso (rdeči krogi) in riž (modri krogi)) na izgubo deleža suhe mase 
substrata, glede na čas gojenja (7 in 21 dni) izbranih gliv. Večji liki prikazujejo povprečja, manjši liki 
predstavljajo posamično vrednost biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % interval zaupanja 
(n = 3) 
Figure 56: Influence of substrate (millet (purple circles) and rice (blue triangles)) on monacolin K 
biosynthesis based on cultivation time (7, 14 and 21 days). Bigger shapes are average values and smaller 
shapes are values for each biological sample. Vertical lines represent a 95 % confidence interval (n = 3) 
 
Statistično značilne razlike (p < 0,05) o vplivu substrata na pH preraščenega substrata, 
opazimo pri sogojenju in monokulturi T. versicolor TV ob primerjavi z monokulturo M. 
purpureus MOPU GS1 (slika 58). Glede na pretekle rezultate, ki so predstavljeni v 
poglavju 4.2.1 (slika 35) in navedbe Dhakal in sod., 2012; Subsaendee in sod., 2014, je 
sprememba v vrednosti pH, ki smo jo zaznali v našem primeru, tekom gojenja pričakovan 
rezultat. Vrednost pH monokulture M. purpureus MOPU GS1 je primerljiva z rezultati, 
ki so predstavljeni v poglavju 4.3.1 (slika 50). 
 
riž 
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Slika 57: Vpliv sestave substrata (proso (rdeči krogi) in riž (modri krogi)) na vsebnost vode v svežih 
vzorcih, pri izbranih glivah glede na čas gojenja (7 in 21 dni). Večji liki prikazujejo povprečja, manjši liki 
predstavljajo posamično vrednost biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % interval zaupanja 
(n = 3) 
Figure 57: Influence of substrate (millet (purple circles) and rice (blue triangles)) on water content in freshly 
overgrown substrate, based on cultivation time (7 and 21 days). Bigger shapes are average values and 
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Slika 58: Vpliv sestave substrata (proso (rdeči krogi) in riž (modri krogi)) na spremembo vrednosti pH 
substrata, pri izbranih glivah glede na čas gojenja (7 in 21 dni). Večji liki prikazujejo povprečja, manjši liki 
predstavljajo posamično vrednost biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % interval zaupanja 
(n = 3) 
Figure 58: Influence of substrate (millet (purple circles) and rice (blue triangles)) on substrate pH value, 
based on cultivation time (7 and 21 days). Bigger shapes are average values and smaller shapes are values 
for each biological sample. Vertical lines represent a 95 % confidence interval (n = 3) 
 
Na hemolitično aktivnost izbor substrata (slika 59) nima statistično značilnega (p < 0,05) 
vpliva, saj poteče hemoliza tudi pri kontrolnih vzorcih. Kot smo že diskutirali v poglavju 
4.2.6, pripisujemo hemolitično aktivnost prisotnosti saponinov in drugim naravnim 
surfaktantom tako na rižu kot na prosu (Boysen in Hearn, 2010). 
riž 
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Slika 59: Vpliv sestave substrata (proso (rdeči krogi) in riž (modri krogi)) na hemolitično aktivnost vzorcev, 
izbranih glivah glede na čas gojenja (7 in 21 dni). Večji liki prikazujejo povprečja, manjši liki predstavljajo 
posamično vrednost biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % interval zaupanja (n = 3) 
Figure 59: Influence of substrate (millet (purple circles) and rice (blue triangles)) on, haemolysis based on 
cultivation time (7 and 21 days). Bigger shapes are average values and smaller shapes are values for each 
biological sample. Vertical lines represent a 95 % confidence interval (n = 3) 
4.3.3 Vpliv načina nanosa utekočinjenega micelija na biosintezo sekundarnih 
metabolitov pri sogojenju Monascus purpureus MOPU GS1 s Trametes 
versicolor TV 
Preverjali smo vpliv različnega načina nanosa utekočinjenega micelija (istočasen in 
zaporeden nanos na proso pri 45 % začetni vsebnost vode v substratu in 27,5 °C 
temperaturi sogojenja) na biosintezo sekundarnih metabolitov (monakolina K in 
citrinina), ergosterola, hemolitično aktivnost, vsebnost pigmentov, izgubo suhe mase, 
vsebnost vode in pH preraščenega substrata. Priprava substrata, načina cepitve 
utekočinjenega micelija in potek gojenja so opisani v poglavjih 3.2.10.1 in 3.2.10.6. Če 
povzamemo, je priprava istočasnega nanosa utekočinjenega micelija potekala tako, da 
smo na proso hkrati nanesli oba inokuluma izbranih gliv in substrat premešali, ter ga 
inkubirali v temi pri 27,5 °C, 14 dni. V primeru zaporednega načina nanosa inokuluma 
smo predhodno gojili M. purpureus MOPU GS1 7 dni, nato smo na sveže preraščen 
substrat nanesli inokulum T. versicolor TV in vse skupaj premešali ter tako pričeli 
sogojenje. 
 
Z raziskavo smo želeli preveriti predpostavko, da ob dodatku micelija izbrane glive na že 
preraščen substrat povzročimo dodaten stres, na katerega se nato M. purpureus MOPU 
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Na podlagi rezultatov (slika 60) opazimo statistično značilne (p < 0,05) razlike pri načinu 
cepitve monokulture M. purpureus MOPU GS1 na biosintezo citrinina. Zaporeden način 
cepiteve negativno vpliva na sogojenje, saj je vsebnost citrinina višja ob primerjavi z 
istočasnim načinom cepitve. Razlog lahko pripišemo pripravi bioloških vzorcev M. 
purpureus MOPU GS1 med istočasnim in zaporednim načinom cepitve. Razlika je v tem, 
da smo pri zaporednem načinu cepitve M. purpureus MOPU GS1 na proso, po 7-dnevnem 
gojenju na preraščen proso dodali 5 mL vode, da smo zagotovili enake pogoje v 
monokulturi kot pri sogojenju. V primeru sogojenja smo namreč dodali 5 mL 
utekočinjenega micelija T. versicolor TV. V obeh primerih načina cepljenja 
utekočinjenega micelija smo nato preraščen substrat premešali. Na podlagi rezultatov o 
vsebnosti citrinina lahko sklepamo, da je M. purpureus MOPU GS1 občutljiv na 
mehanski vpliv (premešanje preraščenega substrata ob dodatku vode) in da način 
cepljenja vpliva na biosintezo citrinina. Ob primerjavi vsebnosti citrinina, kjer smo 
uporabili istočasen način cepitve utekočinjenega micelija (poglavje 4.2.2, slika 39), lahko 
trdimo, da je povišanje začetne vsebnosti vode iz 40 % na 45 % vplivalo na povečanje 
biosinteze citrinina pri monokulturi seva M. purpureus MOPU GS1. Le-ta pri 40 % 
začetni vsebnosti vode ni biosintetiziral citrinina na prosu. Razlog za biosintezo citrinina, 
lahko povežemo z višjo vsebnostjo vode, ki privede do večje viskoznosti substrata in 
slabšim prenosom kisika v njem (Verma in sod., 2015).  
 
Predpostavljamo, da istočasen način cepitve utekočinjenega micelija na substrat bolje 
posnema pogoje gojenja v naravi, kjer poteka fermentacija z različnimi vrstami gliv rodu 
Monascus. Sogojenje namreč vpliva na rast in biosintezo sekundarnih metabolitov, kar 
lahko poleg vsebnosti citrinina (slika 60) spremljamo preko vsebnosti monakolina K 
(slika 61), pigmentov (slika 62), ergosterola (slika 63), izgube suhe mase (slika 64) in 
vsebnosti vode v vzorcih (slika 65). Raziskovalne skupine, ki so proučevale vpliv 
sogojenja na izbrane parametre (Panda in sod., 2008, 2010; Wang in sod., 2012; Hasan 
in sod. 2015; Suharna, 2015), so v večini uporabile istočasen nanos inokuluma na izbrani 
substrat.  
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Slika 60: Vpliv načina cepitve (istočasni (rdeči krogi) in zaporedni (modri krogi)) utekočinjenega micelija 
na biosintezo citrinina pri izbranih glivah, gojenih 14 dni na prosu. Večji liki prikazujejo povprečja, manjši 
liki predstavljajo posamično vrednost biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % interval 
zaupanja (n = 3) 
Figure 60: Influence of type of inoculation (at the same time (red purples) and sequential (blue circles)) on 
citrinin biosynthesis after 14 days of incubation of selected fungi when cultivated on millet. Bigger shapes 
are average values and smaller shapes are values for each biological sample. Vertical lines represent a 95 
% confidence interval (n = 3) 
 
Istočasen način cepitve utekočinjenega micelija na substrat ima statistično značilen (p < 
0,05) pozitiven vpliv na biosintezo monakolina K v primerjavi z zaporednim načinom 
cepitve utekočinjenega micelija pri sogojenju M. purpureus MOPU GS1 s T. versicolor 
TV. Prav tako se vsebnost monakolina K pri sogojenju in istočasnem načinu cepitve 
utekočinjenega micelija na substrat statistično značilno razlikuje (p < 0,05) od obeh 
monokultur (M. purpureus MOPU GS1 s T. versicolor TV), ne glede na način cepitve. 
Na podlagi rezultatov lahko zaključimo, da način cepitve vpliva na biosintezo monakolina 
K pri sogojenju M. pruprureus MOPU GS1 s T. versicolor TV.  
 
Potrebno je izpostaviti, da način cepitve nima vpliva na biosintezo monakolina K (p < 
0,05) pri monokulturi M. purpureus MOPU GS1. Glede na rezultate (slika 61) opazimo 
odsotnost monakolina K pri monokulturi T. versicolor TV po 14 dneh gojenja. Chen in 
sod. (2012) navajajo prisotnost monakolina K v miceliju T. versicolor, zato njegova 
odsotnost ni pričakovan rezultat. Vendar smo vsebnost monakolina K (sliki 53 in 69) 
opazili šele po 21 dneh gojenja.  
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Glede na vsebnost citrinina (slika 60) in pigmentov (slika 62) predpostavljamo, da je pri 
zaporednem načinu cepitve prišlo do spremembe v metabolizmu, saj se vrednosti 
omenjenih metabolitov razlikujejo.  
 
Slika 61: Vpliv načina cepitve (istočasni (rdeči krogi) in zaporedni (modri krogi)) utekočinjenega micelija 
na biosintezo monakolina K pri izbranih glivah, gojenih 14 dni na prosu. Večje pike prikazujejo povprečja, 
vertikalne črte predstavljajo 95 % interval zaupanja (n = 3) 
Figure 61: Influence of type of inoculation (at the same time (red purples) and sequential (blue circles)) on 
monacolin K biosynthesis after 14 days of incubation of selected fungi when cultivated on millet. Bigger 
shapes are average values and smaller shapes are values for each biological sample. Vertical lines represent 
a 95 % confidence interval (n = 3) 
 
Vpliv načina cepljenja na biosintezo pigmentov se v primeru monokulture M. purpureus 
MOPU GS1 in njenega sogojenja s T. versicolor TV statistično značilno (p < 0,05) 
razlikuje. Pri zaporednem načinu inokulacije dosežemo višje vsebnosti pigmentov tako 
pri monokulturi kot tudi pri sogojenju (slika 62). Razliko v vrednosti pigmentov 
pripisujemo spremembi v metabolizmu njihove biosinteze.  
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Slika 62: Vpliv načina cepitve (istočasni (rdeči krogi) in zaporedni (modri krogi)) utekočinjenega micelija 
na biosintezo pigmentov pri izbranih glivah, gojenih 14 dni na prosu. Večji liki prikazujejo povprečja, 
manjši liki predstavljajo posamično vrednost biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % 
interval zaupanja (n = 3). CVU pomeni barvno enoto (ang. colour value units), njen preračun je prikazan v 
poglavju 3.2.15 
Figure 62: Influence of type of inoculation (at the same time (red purples) and sequential (blue circles)) on 
pigment biosynthesis after 14 days of incubation of selected fungi when cultivated on millet. Bigger shapes 
are average values and smaller shapes are values for each biological sample. Vertical lines represent a 95 
% confidence interval (n = 3) 
 
Način cepitve inokuluma na substrat vpliva na biosintezo ergosterola (slika 63) in se 
statistično značilno (p < 0,05) razlikuje med istočasnim ter zaporednim načinom cepljenja 
inokuluma na substrat. Razliko opazimo tako v primeru sogojenja kot tudi pri 
monokulturi T. versicolor TV. V obeh primerih so vrednosti ergosterola višje pri 
istočasnem načinu cepljenja v primerjavi z zaporedno cepitvijo. V primeru gojenja 
monokulture M. purpureus MOPU GS1 je vsebnost ergosterola statistično značilno (p < 
0,05) višja pri zaporednem načinu cepitve. Njegove vrednosti so primerljive z vsebnostjo 
ergosterola v monokulturi M. purpureus MOPU GS1, ki so predstavljene v poglavjih 
4.3.1 in 4.3.2.  
 
Na podlagi rezultatov o vsebnosti ergosterola (slika 63), izgubi suhe mase (slika 64) in 
vsebnosti vode v bioloških vzorcih (slika 65) lahko zaključimo, da je istočasni način 
cepljenja boljša izbira od zaporednega načina (p < 0,05), saj vrednosti ergosterola 
povezujemo z boljšo rastjo. Višjo vsebnost ergosterola pri monokulturi M. purpureus 
MOPU GS1 in zaporednem načinu cepitve pripisujemo različni pripravi bioloških 
vzorcev M. purpureus MOPU GS1 med istočasnim in zaporednim načinom cepitve na 
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proso. Predpostavljamo, da je višja vsebnost ergosterola odgovor M. purpures MOPU 
GS1 na zunanji vpliv (dodatek 5 mL vode in premešanje sveže preraščenega substrata). 
 
Slika 63: Vpliv načina cepitve (istočasni (rdeči krogi) in zaporedni (modri krogi)) utekočinjenega micelija 
na biosintezo ergosterola pri izbranih glivah, gojenih 14 dni na prosu. Večji liki prikazujejo povprečja, 
manjši liki predstavljajo posamično vrednost biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % 
interval zaupanja (n = 3) 
Slika 63: Influence of type of inoculation (at the same time (red purples) and sequential (blue circles)) on 
ergosterol biosynthesis after 14 days of incubation of selected fungi when cultivated on millet. Bigger 
shapes are average values and smaller shapes are values for each biological sample. Vertical lines represent 
a 95 % confidence interval (n = 3) 
 
Med istočasnim in zaporednim načinom cepljenja utekočinjenega micelija na izgubo suhe 
mase lahko opazimo statistično značilne razlike (p < 0,05) pri sogojenju M. purpureus 
MOPU GS1 s T. versicolor TV ali monokulturi in T. versicolor TV (slika 64). Med 
omenjenimi biološkimi vzorci opazimo statistično značilno razliko (p < 0,05) tudi pri 
večji vsebnosti vode v substratu (slika 65), ki jo povezujemo z višjo respiracijo in sintezo 
biomase (Oriol in sod., 1988). Na podlagi rezultatov o vsebnosti vode v sveže 
preraščenem substratu (slika 65) spodbuja sogojenje ob istočasnem načinu cepitve k višji 
respiraciji in intenzivnejši rasti uporabljenih sevov. Izguba suhe mase pri sevu M. 
purpureus MOPU GS1, ne glede na način cepljenja, je primerljiva s preteklimi rezultati, 
ki so predstavljeni v poglavju 4.2.1 (slika 40).  
 
Kot diskutirano v poglavju 4.2.1, predpostavljamo, da je do izgube suhe mase substrata 
pri kontrolnih vzorcih prišlo zaradi različnih razlogov, kot so tehnična napaka pri 
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določanju, respiracija v žitu, izločanje snovi iz zrna, ki se sprostijo tekom sterilizacije in 
dimenzij sterilizatorja. 
 
Slika 64: Vpliv načina cepitve (istočasni (rdeči krogi) in zaporedni (modri krogi)) utekočinjenega micelija 
na izgubo deleža suhe mase substrata, pri izbranih glivah, gojenih 14 dni na prosu. Večji liki prikazujejo 
povprečja, manjši liki predstavljajo posamično vrednost biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 
95 % interval zaupanja (n = 3) 
Figure 64: Influence of type of inoculation (at the same time (red purples) and sequential (blue circles)) on 
dry matter loss after 14 days of incubation of selected fungi when cultivated on millet. Bigger shapes are 
average values and smaller shapes are values for each biological sample. Vertical lines represent a 95 % 
confidence interval (n = 3) 
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Slika 65: Vpliv načina cepitve (istočasni (rdeči krogi) in zaporedni (modri krogi)) utekočinjenega micelija 
na delež vode v vzorcih substrata, preraščenega z izbranimi glivami, gojenih 14 dni na prosu. Večji liki 
prikazujejo povprečja, manjši liki predstavljajo posamično vrednost biološkega vzorca, vertikalne črte pa 
predstavljajo 95 % interval zaupanja (n = 3) 
Figure 65: Influence of type of inoculation (at the same time (red purples) and sequential (blue circles)) on 
water content after 14 days of incubation of selected fungi when cultivated on millet. Bigger shapes are 
average values and smaller shapes are values for each biological sample. Vertical lines represent a 95 % 
confidence interval (n = 3) 
 
Glede na rezultate opazimo, da nanos utekočinjenega micelija na proso vpliva na pH 
preraščenega substrata. Razlike so statistično značilne (p < 0,05) pri sogojenju M. 
purpureus MOPU GS1 s T. versicolor TV (slika 66). Glede na pretekle rezultate, ki so 
predstavljeni v poglavju 4.2.1 (slika 35), je sprememba pH tekom gojenja pričakovan 
rezultat. Spremembo vrednosti pH tekom gojenja navajajo tudi Dhakal in sod. (2012) ter 
Subsaendee in sod. (2014). Na podlagi rezultatov predpostavljamo, da bi z daljšim časom 
sogojenja, pri zaporednem načinu cepitve, prav tako zaznali primerljiv padec pH sveže 
preraščenega substrata. 
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Slika 66: Vpliv načina cepitve (istočasni (rdeči krogi) in zaporedni (modri krogi)) utekočinjenega micelija 
na pH substrata, preraščenega z izbranimi glivami, gojenih 14 dni na prosu. Večji liki prikazujejo povprečja, 
manjši liki predstavljajo posamično vrednost biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % 
interval zaupanja (n = 3) 
Figure 66: Influence of type of inoculation (at the same time (red purples) and sequential (blue circles)) on 
substrate pH value after 14 days of incubation of selected fungi when cultivated on millet. Bigger shapes 
are average values and smaller shapes are values for each biological sample. Vertical lines represent a 95 
% confidence interval (n = 3) 
 
Na hemolitično aktivnost način cepitve inokuluma (slika 67) nima statistično značilnega 
(p < 0,05) vpliva. Hemoliza, tudi v tem primeru, poteče pri vseh analiziranih vzorcih, 
kakor tudi kontroli. Prisotnost hemolitično aktivnih saponinov in drugih naravnih 
surfaktantih, ki so jih zaznali na uporabljeni sorti navadnega prosa in bi bili lahko vzrok 
za hemolitično aktivnost vseh vzorcev (Rao in sod., 2011), smo podrobneje izpostavili in 
diskutirali v poglavju 4.2.6.  
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Slika 67: Vpliv načina cepitve (istočasni (rdeči krogi) in zaporedni (modri krogi)) utekočinjenega micelija 
na hemolitično aktivnost substrata, preraščenega z izbranimi glivami, gojenih 14 dni na prosu. Večji liki 
prikazujejo povprečja, manjši liki predstavljajo posamično vrednost biološkega vzorca, vertikalne črte pa 
predstavljajo 95 % interval zaupanja (n = 3) 
Figure 67: Influence of type of inoculation (at the same time (red purples) and sequential (blue circles)) on 
monacolin K biosynthesis after 14 days of incubation of selected fungi when cultivated on millet. Bigger 
shapes are average values and smaller shapes are values for each biological sample. Vertical lines represent 
a 95 % confidence interval (n = 3)  
 
4.3.4 Vpliv zaporednega načina sogojenja na biosintezo sekundarnih metabolitov 
pri sogojenju Monascus purpureus MOPU GS1 s Trametes versicolor TV in 
TV selo ter Flammulina velutipes FLVE 
Preverjali smo vpliv sogojenja M. purpureus MOPU GS1 z izbranimi glivami (zaporedni 
nanos utekočinjenega micelija na proso pri 45 % začetni vsebnosti vode substrata in 27,5 
°C temperaturi sogojenja) na biosintezo sekundarnih metabolitov (monakolina K in 
citrinina), ergosterola in hemolitično aktivnost substrata, vsebnost pigmentov v substratu, 
izgubo suhe mase, vsebnost vode ter vrednost pH substrata. Priprava substrata, način 
cepitve utekočinjenega micelija in potek gojenja so opisani v poglavjih 3.2.10.1. in 
3.2.10.3. Gojenje monokulture M. purpureus MOPU GS1 je v tem primeru potekalo 21 
dni, sogojenje je zaradi zaporednega načina nanosa micelija na sveže preraščen proso s 
strani M. purpureus MOPU GS1 potekalo 14 dni. 
 
Statistično značilne (p < 0,05) razlike v biosintezi citrinina opazimo med monokulturo M. 
purpureus MOPU GS1 in ostalimi kombinacijami sogojenja ne glede na čas gojenja. Prav 
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ostalimi monokulturami izbranih višjih saprofitskih gliv, kar je pričakovan rezultat, saj 
izbrane glive (T. versicolor TV in TV selo ter F. velutipes FLVE) ne biosintetizirajo 
citrinina. Pri vseh kombinacijah sogojenja so vrednosti citrinina višje po 7 dneh sogojenja 
v primerjavi s 14-dnevnim sogojenjem. Po 14 dneh sogojenja je vsebnost citrinina v vseh 
primerih sogojenja padla na 0 ug/g, kar je skladno z ugotovitvijo Suharna (2015). Slednji 
namreč navaja, da se v primeru 14-dnevnega sogojenja M. purpureus Skw2 z B. 
megaterium, ne biosintetizira citrinin. Za kvalitetnejšo primerjavo naših rezultatov s 
Suharna (2015), bi potrebovali več podatkov, saj njihovi podatki po 7-dnevnem gojenju 
žal niso prikazani ali obrazloženi. Hkrati je potrebno izpostaviti razliko v klasifikaciji 
uporabljenih organizmov med našo raziskavo in Suharna (2015).  
 
Razgradnjo citrinina lahko povežemo z glivnim metabolizmom in njenim recikliranjem 
poliketida, kar potrjujejo ugotovitve Barber in sod. (1988), ki poročajo o razgradnji 
citrinina s strani Penicillium citrinum in hkrati navajajo, da so glive sposobne razgraditi 
lastne sekundarne metabolite. Naši rezultati so delno ujemajo z Wang in sod. (2012), ki 
so ob sogojenju v tekočem gojišču, Monascus FJ1 in FJ46 z Lactococcus lactis subsp., 
ugotovili, da je sogojenje prispevalo k nižji biosintezi citrinina (iz 15,7 mg/kg na 1,3 
mg/kg) in višji biosintezi pigmentov. Na podlagi naših vsebnosti pigmentov (slika 62), 
pozitivnega vpliva sogojenja na povišano biosintezo pigmentov ni. Naši rezultati so v 
nasprotju s Hasan in sod. (2015), ki navajajo, da so v primeru 14-dnevnega sogojenja M. 
purpureus MTCC 369 z M. ruber MTCC 1880 na rižu dosegli višje vsebnosti citrinina 
(sogojenje: 9,5 µg/g in monokultura: 8,3 µg/g). Glede na rezultate lahko trdimo, da daljši 
čas sogojenja M. purpureus MOPU GS1 z izbranimi saprofitskimi glivami privede do 
spremembe metabolizma, saj so glive sposobne razgraditi lastne sekundarne metabolite 
(Barber in sod., 1988), kar spremljamo preko odsotnosti oz. utišanju biosinteze citrinina.  
 
Ob primerjavi rezultatov o vsebnosti citrinina, ki so predstavljeni v poglavju 4.2.2 (slika 
39), lahko trdimo, da je v našem primeru povišanje začetne vsebnosti vode iz 40 % na 45 
% ter priprava vzorcev (dodatek 5 mL vode na sveže preraščen substrat po 7-dnevnem 
gojenju M. purpureus MOPU GS1 in ponovno premešanje), vplivalo na povečanje 
biosinteze citrinina pri sevu M. purpureus MOPU GS1. Le-ta pri 40 % začetni vsebnosti 
vode ni biosintetiziral citrinina na prosu. Verma in sod. (2015) navajajo, da je višja 
vsebnost vode povezana z višjo viskoznostjo in slabšim prenosom kisika, saj postane 
kisik v takih pogojih omejujoč dejavnik. Posledično se spremeni metabolizem in se 
pričnejo biosintetizirati citrinin in pigmenti. S prezračevanjem omogočimo boljši dostop 
kisika in tako vplivamo na biosintezo citrinina in ostalih metabolitov (Carvalho in sod., 
2005).  
 
Ob primerjavi vsebnosti citrinina (slika 68) in pigmentov (slika 70) tekom sogojenja 
vidimo zanimiv učinek. Po 7-dnevnem sogojenju so vsebnosti citrinina in pigmentov višje 
kot v primerjavi s 14-dnevnim. Glede na rezultate predpostavljamo, da je zaradi 
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tekmovanja za hrano in nutriente med sogojenima organizmoma prišlo do razgradnje 
citrinina v primeru 14-dnevnega sogojenja. Prav tako lahko ob primerjavi rezultatov iz 
poglavja 4.2 (slika 39) razliko v biosintezi citrinina v monokulturi M. purpureus MOPU 
GS1, kot smo že diskutirali, pripišemo pripravi bioloških vzorcev M. purpureus MOPU 
GS1 oz. načinu nanosa utekočinjenega micelija na proso. Predpostavljamo, da na 
vsebnost citrinina vpliva tudi etanol, ki ga biosintetizira F. velutipes ob razgradnji lignin-
celuloze (Park in sod. 2014). Ob prisotnosti etanola prične M. purpureus biosintetizirati 
citrinin (Carvalho in sod., 2003; Yii-Lih in sod., 2008; Patakova in sod., 2015), kar 
pojasnuje prisotnost citrinina v primeru sogojenja M. purpureus MOPU GS1 s F. 
velutipes FLVE po 7 dneh sogojenja (op. avt. 14-dnevno gojenje M. purpureus MOPU 
GS1). 
 
Slika 68: Vpliv zaporednega načina sogojenja na biosintezo citrinina pri izbranih glivah glede na čas 
gojenja (7, 14 in 21 dni). Večji liki prikazujejo povprečja, manjši liki predstavljajo posamično vrednost 
biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % interval zaupanja (n = 3) 
Figure 68: Influence of sequential type of inoculation on citrinin biosynthesis based on cultivation time (7, 
14 and 21 days). Bigger shapes are average values and smaller shapes are values for each biological sample. 
Vertical lines represent a 95 % confidence interval (n = 3) 
 
Statistično značilne (p < 0,05) razlike v vsebnosti monakolina K med sogojenimi vzorci 
in monokulturo M. purpureus MOPU GS1 v primerjavi z monokulturo T. versicolor TV 
in TV selo opazimo pri 14- in 21-dnevnem gojenju (slika 69). Vendar se vsebnost 
monakolina K med sogojenjem z izbranimi višjimi saprofitskimi glivami in monokulturo 
M. purpureus MOPU GS1 ne razlikuje. Kljub temu, da seva T. versicolor TV ali TV selo 
v monokulturi biosintetizirata monakolin K, ni zaznati sinergističnega učinka v biosintezi 
monakolina K v primeru sogojenja z M. purpureus MOPU GS1. Na podlagi rezultatov 
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lahko trdimo, da sogojenje M. purpureus MOPU GS1 s T. versicolor TV in TV selo ali 
F. velutipes FLVE ne pripelje do višje biosinteze monakolina K. Rezultati so v nasprotju 
s Suharna (2015), ki navaja, da je sogojenje M. purpureus Skw2 z B. megaterium vodilo 
do nižje biosinteze monakolina K. Prav tako so naši rezultati v nasprotju s Hasan in sod. 
(2015), ki navajajo višjo vsebnost monakolina K pri monokulturi M. purpureus MTCC 
369 kot pri njenem sogojenju z M. ruber MTCC 1880 (monokultura 3,4 mg/g in sogojenje 
2,8 mg/g). Hkrati so naši rezultati v nasprotju s Panda in sod. (2010a), ki so sogojili M. 
purpureus MTCC 369 z M. ruber MTCC 1880 in najvišjo vsebnost monakolina K dosegli 
pri 14-dnevnem sogojenju (2,81 mg/g) pri temperaturi 30 °C, dodatku 5 mL 
utekočinjenega micelija in substratu z vrednostjo pH 6. Ob tem je potrebno poudariti 
razlike v izbranih organizmih in pogoje gojenja, ki lahko vplivajo na končne vsebnosti 
sekundarnih metabolitov. 
 
Višje vsebnosti monakolina K opazimo pri monokulturi T. versicolor TV ali TV selo v 
primerjavi z njunim sogojenjem z M. purpureus MOPU GS1. V primeru monokulture se 
vsebnost monakolina K znatno poviša med 7- in 14-dnevnim gojenjem. Prisotnost 
monakolina K v monokulturi T. versicolor TV ali TV selo je v skladu z ugotovitvijo Chen 
in sod. (2012), ki so zaznali prisotnost monakolina K v miceliju T. versicolor. Na podlagi 
izgube suhe mase substrata (slika 72) ocenjujemo, da sta bili glivi T. versicolor TV ali 
TV selo v času med 14- in 21-dnevnim gojenjem na prosu v fazi rasti in zato še nista 
biosintetizirali monakolina K. Le-tega gliva biosintetizira v stacionarni fazi. 
 
Venkateswaran (2010) v primeru vsebnosti monakolina K pri M. purpureus MTCC 410 
gojenem na kaljenem prosu sorte indijska prosenka navaja sunkovito biosintezo 
monakolina K v roku 7-dnevnega gojenja (5,24 mg/g). Vendar se je nato vsebnost 
monakolina K z daljšim časom gojenja znižala (4,0 mg/g po 11 dneh). V našem primeru 
lahko drastičen padec v vsebnosti monakolina K pri monokulturi M. purpureus MOPU 
GS1, med 7- in 14-dnevnim gojenjem, pripišemo dodatku vode (5 mL) na sveže preraščen 
proso in ponovnem premešanju. Kot že diskutirano, predpostavljamo, da smo z dodatkom 
vode in ponovnim premešanjem preraščenega prosa vplivali na metabolizem M. 
purpureus MOPU GS1. Vpliv lahko spremljamo tudi preko razlike v izgubi suhe mase 
pri M. purpureus MOPU GS1 (slika 72). Le-ta je med 14- in 21-dnevnim gojenjem večja 
od izgube med 7- in 14-dnevnim gojenjem monokulture M. purpureus MOPU GS1. Glede 
na vsebnosti monakolina K predpostavljamo, da se je M. purpureus MOPU GS1 z daljšim 
časom gojenja prilagodila na spremembe oz. zunanji vpliv in pospešila rast. To lahko 
spremljamo preko izgube suhe mase substrata (slika 72) v času med 14- in 21-dnevnim 
gojenjem M. purpures MOPU GS1. Počasnejši metabolizem M. purpures MOPU GS1 
lahko spremljamo tudi preko vsebnosti vode v sveže preraščenem substratu (slika 73), ki 
je primerljiv s predhodnimi rezultati (slika 36) (poglavje 4.2.1). Učinek načina inokulacije 
lahko spremljamo preko vsebnosti citrinina (slika 68) in pigmentov (slika 70), pri katerih 
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se vsebnost med 7- in 14-dnevnim gojenjem znatno poviša. Rezultati in diskusija o vplivu 
načina cepitve so podrobneje predstavljeni v poglavju 4.3.3. 
 
 
Slika 69: Vpliv zaporednega načina sogojenja na biosintezo monakolina K pri izbranih glivah, glede na čas 
gojenja (7, 14 in 21 dni). Večji liki prikazujejo povprečja, manjši liki predstavljajo posamično vrednost 
biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % interval zaupanja (n = 3) 
Figure 69: Influence of sequential type of inoculation on monacolin K biosynthesis based on cultivation 
time (7, 14 and 21 days). Bigger shapes are average values and smaller shapes are values for each biological 
sample. Vertical lines represent a 95 % confidence interval (n = 3) 
 
Statistično značilne (p < 0,05) razlike v vsebnosti pigmentov opazimo med monokulturo 
M. purpureus MOPU GS1 in ostalimi sogojenimi biološkimi vzorci ter monokulturami 
izbranih saprofitskih gliv. Pri slednjih je odsotnost biosinteze pigmentov pričakovan 
rezultat, saj jih ne biosintetizirajo.  
 
Naši rezultati so delno v skladju z ugotovitvami Wang in sod. (2012), ki so pri sogojenju 
Monascus FJ1 in FJ46 z Lactococcus lactis, zaznali nižjo biosintezo citrinina, prav tako 
kot mi, a hkrati višjo biosintezo pigmentov, česar v našem primeru sogojenja nismo 
potrdili. Wang in sod. (2012) so pozitiven učinek sogojenja pripisali lastnosti 
Lactococcus lactis, ki proizvaja natrijev laktat, kar ugodno vpliva na biosintezo 
pigmentov. Naši rezultati so v skladju s Shin in sod. (1998), pri katerih sogojenje M. 
purpureus s Bacillus cereus ni privedlo do višjega donosa pigmenta, razlik v morfologiji 
ali povišani celični masi. V našem primeru lahko spremljamo vpliv sogojenja preko 
vsebnosti ergosterola (slika 71). Pri vsebnostih pigmentov ne pride do statistično 
značilnih razlik (p < 0,05) med biološkimi vzorci. Omeniti je potrebno, da so Shin in sod. 
(1998) v primeru sogojenja M. purpureus s kvasovko S. cerevisiae na obogatenem agarju 
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določili višje vsebnosti pigmentov kot pri monokulturi M. purpureus. Razlog za večjo 
biosintezo pigmentov so pripisali delovanju hidrolitičnih encimov, kot so amilaze in 
hitinaze, ki so sintetizirani s strani gliv in kvasovk. Predlagali so, da M. purpureus ob 
hidrolizi celične stene aktivira obrambni sistem, ki se odzove s povečano biosintezo 
hidrofobnih spojin, kamor sodijo tudi pigmenti, in na tak način prepreči delovanje 
encimov. Ker v našem primeru nismo izvedli encimskih testov, lahko samo 
predpostavljamo, da je v našem primeru prišlo do podobnega učinka kot pri Shin in sod. 
(1998). Glivi T. versicolor (Hiscox in sod., 2010) in F. velutipes (Muzzarelli, 1977) 
biosintetizirata hitinaze, na katere se po navedbi Shin in sod. (1998) M. purpureus odzove 
z višjo biosintezo pigmentov.  
 
Kurniawati in Zubaidah (2014) sta uporabila zaporeden način cepitve S. cerevisiae na 
sveže preraščen riž s strani M. puprureus. Ugotovila sta, da je nacepitev S. cerevisiae na 
sveže preraščen substrat po 12 dneh gojenja privedela do višjih koncentracij rdečega 
pigmenta in monakolina K v primerjavi z nacepitvijo S. cerevisiae po 8 dneh gojenja 
monokulture M. purpureus. Na podlagi pridobljenih rezultatov (sliki 61 in 62) ter 
rezultatov, ki so predstavljeni v poglavju 4.3.3, predpostavljamo, da je čas nacepitve 
druge izbrane glive sogojenja pomemben parameter pri biosintezi sekundarnih 
metabolitov. Namreč, Suharna (2015) je preverjal vpliv istočasne inokulacije M. 
purpureus Skw2 z B. megaterium v primerjavi z zaporedno inokulacijo. V primeru 
zaporedne inokulacije je po 3 dneh gojenja M. purpureus dodal B. megaterium. Ugotovil 
je, da pri istočasni inokulaciji ne pride do rasti pri M. purpureus, a jo je zaznati pri 
zaporednenm načinu inokulacije. Prav tako je ugotovil odsotnost v biosintezi citrinina pri 
sogojenju, čeprav je bil citrinin prisoten v monokulturi M. purpureus (13,033 µg/ g). V 
primeru Suharna (2015) je sogojenje negativno vplivalo na biosintezo monakolina K, saj 
je bila njegova koncentracija pri monokulturi višja (38,501 µg/ g) kot pri sogojenju 
(13,054 µg/ g). Rezultati Suharna (2015) niso v skladu z našimi rezultati (slika 69), saj ni 
prišlo do razlik v biosintezi monakolina K (p < 0,05) med monokulturo M. purpureus 
MOPU GS1 in sogojenimi biološkimi vzorci. V primeru Suharna (2015) je bila biosinteza 
rdečih pigmentov višja pri sogojenju (monokultura: A500= 11,4 enot absorbance, 
sogojenje: A500= 11,7 enot absorbance). V našem primeru je bila vsebnost pigmentov 
statistično značilno (p < 0,05) nižja pri sogojenju kot pri monokulturi M. purpureus 
MOPU GS1.  
 
Glede na rezultate o vsebnosti pigmentov (slika 70) lahko zaključimo, da sogojenje M. 
purpureus MOPU GS1 s T. versicolor TV ali TV selo ali F. velutipes FLVE zniža 
biosintezo pigmentov. 
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Slika 70: Vpliv zaporednega načina sogojenja na biosintezo pigmentov  pri izbranih glivah glede na čas 
gojenja (7, 14 in 21 dni). Večji liki prikazujejo povprečja, manjši liki predstavljajo posamično vrednost 
biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % interval zaupanja (n = 3). CVU pomeni barvno 
enoto (ang. colour value units), njen preračun je prikazan v poglavju 3.2.15 
Figure 70: Influence of sequential type of inoculation on pigments biosynthesis based on cultivation time 
(7, 14 and 21 days). Bigger shapes are average values and smaller shapes are values for each biological 
sample. Vertical lines represent a 95 % confidence interval (n = 3). CVU stands for colour value units, its 
calculation is presented in chapter 3.2.15 
 
Med monokulturami, kot tudi pri sogojenju, ni statistično značilnih (p < 0.05) razlik v 
biosintezi ergosterola. Malenkost višjo vsebnost ergosterola opazimo pri monokulturi F. 
velutipes FLVE, kar lahko pripišemo izbrani temperaturi gojenja (27,5 °C), ki je v 
območju optimalne temperature rasti (med 22 °C in 26 °C (Tonomura, 1978)). V primeru 
gojenja T. versicolor navajajo Benko in sod. (1987) optimalno temperaturo rasti pri 30 
°C. Vsebnost ergosterola pri monokulturi M. purpureus MOPU GS1 je primerljiva z 
rezultati iz poglavja 4.2.1 (slika 37). Količina ergosterola je pri M. purpureus MOPU GS1 
z daljšim časom gojenja naraščala in je dosegla najvišjo vrednost v tretjem tednu gojenja. 
Glede na navedbe Durand in sod. (1997) ter Ajdari in sod. (2014) lahko ergosterol hitro 
naraste, da doseže najvišjo vrednost. Nato lahko količina ergosterola ostane 
nespremenjena ali se zmanjša, kar je odvisno od izbranega substrata, na katerem je gliva 
gojena. Njihove navedbe so v skladu z našimi rezultati.  
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Slika 71: Vpliv zaporednega načina sogojenja na biosintezo ergosterola pri izbranih glivah glede na čas 
gojenja (7, 14 in 21 dni). Večje pike prikazujejo povprečja, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % interval 
zaupanja (n = 3) 
Figure 71: Influence of sequential type of inoculation on ergosterol biosynthesis based on cultivation time 
(7, 14 and 21 days). Bigger shapes are average values and smaller shapes are values for each biological 
sample. Vertical lines represent a 95 % confidence interval (n = 3) 
 
Med biološkimi vzorci ne zaznamo statistično značilnih razlik (p < 0,05) v izgubi suhe 
mase substrata (slika 72) in vsebnosti vode (slika 73). Višjo vsebnost vode v sveže 
preraščenem substratu povezujemo z respiracijo in sintezo biomase (Oriol in sod., 1988). 
Na podlagi rezultatov lahko sklepamo, da je v primeru sogojenja vseh kombinacij gliv 
prišlo do povišane metabolne aktivnosti, kar spremljamo preko izgube suhe mase (slika 
72) in deleža vode v sveže preraščenemu substratu bioloških vzorcev (slika 73). Omenjeni 
vrednosti nista statistično značilno različni (p < 0,05). Med vzorci tako v primeru 
monokultur kot pri sogojenju pride do primerljive aktivnosti glivnega micelija. V primeru 
količine izgube suhe mase (slika 72) so naši razultati v skladu z Iandolo in sod. (2011), 
ki so prav tako poročali o počasni oz. konstantni izgubi suhe mase pri sogojenju P. 
ostrataus in T. versicolor. V njihovem primeru je po 21-dnevnem sogojenju znašal delež 
izgube suhe mase 15 %. 
 
Izguba suhe mase pri sevu M. purpureus MOPU GS1 (slika 72) je primerljiva s preteklimi 
rezultati, ki so predstavljeni v poglavju 4.2.1 (slika 34). Na kratko, pri izbranem sevu M. 
purpureus MOPU GS1 smo opazili počasnejšo izgubo suhe mase v primerjavi z ostalimi 
sevi M. purpureus (BCRC 31615, EBY 2, EBY 4, EBY 4, NRRL 1596), kar smo 
spremljali tudi preko vsebnosti vode v vzorcu (slika 36).  
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Venkateswaran (2010) navaja večjo izgubo suhe mase pri kaljenem prosu sorte indijskega 
prosenka (32,6 %) v primerjavi z nekaljenim (18,9 %) po 7 dneh gojenja M. purpureus. 
Razliko povezuje z dostopnostjo hranil, ki jih sev M. prupureus MTCC 410 potrebuje za 
normalno rast. V našem primeru je izguba suhe mase pri monokulturi M. purpureus 
MOPU GS1 (17,9 %) primerljiva z vrednostjo nekaljenega prosa (18,9 %), ki jo navaja 
Venkateswaran (2010). Razliko v izgubi suhe mase lahko pripišemo izbranemu sevu M. 
purpureus, pripravi substrata in sestavi hranil v substratu (Amadou in sod., 2013; Sarita 
in sod., 2016; Katare in sod., 2018). V našem primeru smo uporabili drugo sorto prosa 
(navadno proso) kot Venkateswaran (2010). V obzir je potrebno vzeti tudi vpliv okolja 
na razmerje hranil v prosu in lokacijo izvora izbranega žita (Kamatar in sod., 2015). 
 
Naša predvidevanja o izgubi suhe mase v kontolnih vzorcih smo podrobneje predstavili 




Slika 72: Vpliv zaporednega načina sogojenja na izgubo deleža suhe mase substrata pri izbranih glivah 
gojenih na prosu, glede na čas gojenja (7, 14 in 21 dni). Večji liki prikazujejo povprečja, manjši liki 
predstavljajo posamično vrednost biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % interval zaupanja 
(n =  3) 
Figure 72: Influence of sequential type of inoculation on dry matter loss based on cultivation time (7, 14 
and 21 days). Bigger shapes are average values and smaller shapes are values for each biological sample. 
Vertical lines represent a 95 % confidence interval (n = 3) 
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Slika 73: Vpliv zaporednega načina sogojenja na vsebnost vode substrata v svežih vzorcih pri izbranih 
glivah gojenih na prosu, glede na čas gojenja (7, 14 in 21 dni). Večji liki prikazujejo povprečja, manjši liki 
predstavljajo posamično vrednost biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % interval zaupanja 
(n = 3) 
Figure 73: Influence of sequential type of inoculation on water content based on cultivation time (7, 14 and 
21 days). Bigger shapes are average values and smaller shapes are values for each biological sample. 
Vertical lines represent a 95 % confidence interval (n = 3) 
 
Statistično značilne razlike (p < 0,05) o vplivu načina sogojenja na pH preraščenega 
substrata po 21 dneh gojenja opazimo pri vseh treh primerih sogojenja in monokultur 
izbranih saprofitskih gliv ob primerjavi z monokulturo M. purpureus MOPU GS1 (slika 
74). Izmerjena vrednost pH po 21 dneh gojenja (5,7) M. purpureus MOPU GS1 na prosu 
je primerljiva z vrednostjo pH preteklih rezultatov, ki so predstavljeni v poglavju 4.2.1 
(slika 35, vrednost pH 5,8). Sprememba v vrednosti pH tekom gojenja, zaradi sinteze 
različnih metabolitov, je pričakovan rezultat (Dhakal in sod., 2012, Subsaendee in sod., 
2014).  
 
Venkateswaran (2010) navaja spremembo v vrednosti pH po 7 dneh gojenja pri 
monokulturi M. purpureus MTCC 410 gojeni na kaljenem prosu sorte indijska prosenka 
s 5,85 na 4,40, ter na nekaljenem prosu s 6,13 na 5,13. Vzrok pripisujejo biosintezi 
organskih kislin, ki vplivajo na znižanje vrednosti pH. Vrednosti pH, ki jih navaja 
Venkateswaran (2010), so primerljive z našimi, saj vrednost pH pri gojenju M. purpureus 
MOPU GS1 pade z začetne 6,7 na 5,7 po 21 dneh gojenja. 
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Slika 74: Vpliv sogojenja vrednost pH substrata pri izbranih glivah gojenih na prosu, glede na čas gojenja 
(7, 14 in 21 dni). Večji liki prikazujejo povprečja, manjši liki predstavljajo posamično vrednost biološkega 
vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % interval zaupanja (n = 3) 
Figure 74: Influence of sequential type of inoculation on substrate pH value based on cultivation time (7, 
14 and 21 days). Bigger shapes are average values and smaller shapes are values for each biological sample. 
Vertical lines represent a 95 % confidence interval (n = 3) 
 
Na hemolitično aktivnost način sogojenja (slika 75) nima statistično značilnega (p < 0,05) 
vpliva. Hemoliza poteče pri vseh vzorcih, kakor tudi pri kontroli. Kot smo že izpostavili 
v poglavju 4.2.6, pripisujemo hemolitično aktivnost prisotnosti saponinov in drugih 
naravnih surfaktantov prosa. 
Vrednost pH  
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Slika 75: Vpliv zaporednega načina sogojenja na hemolitično aktivnost substrata pri izbranih glivah, 
gojenih na prosu, glede na čas gojenja (7, 14 in 21 dni). Večji liki prikazujejo povprečja, manjši liki 
predstavljajo posamično vrednost biološkega vzorca, vertikalne črte pa predstavljajo 95 % interval zaupanja 
(n = 3) 
Figure 75: Influence of sequential type of inoculation on haemolysis based on cultivation time (7, 14 and 
21 days). Bigger shapes are average values and smaller shapes are values for each biological sample. 
Vertical lines represent a 95 % confidence interval (n = 3) 
4.3.5 Zaključki tretjega dela poskusa sogojenja seva Monascus purpureus MOPU 
GS1 s sevi Trametes versicolor TV in TV selo ter Flammulina velutipes pri 
različnih parametrih 
V tretjem delu študije smo se posvetili proučevanju sogojenja seva M. purpureus MOPU 
GS1 pri različnih pogojih: 
• sogojenje pri različni temperaturi (23,5 °C in 27,5 °C) je potekalo s F. velutipes 
FLVE na mešanici prosa in začetni vsebnosti vode v substratu 45 %; 
• sogojenje na različnih substratih (mešanica prosa in rjavi riž) je potekalo s T. 
versicolor TV in temperaturi 27,5 °C in začetni vsebnosti vode v substratu 45 %; 
• sogojenje, pri katerem smo uporabili različna načina cepitve (istočasna in 
zaporedna), je potekalo s T. versicolor TV pri 27,5 °C in začetni vsebnosti vode 
v substratu 45 %; 
• sogojenje z različnimi glivami (T. versicolor TV in TV selo ter F. velutipes FLVE) 
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V tretjem delu poskusa smo proučevali vpliv zgoraj omenjenih dejavnikov na izbrane 
parametre: koncentracijo sekundarnih metabolitov (celokupnega monakolina K, citrinina 
in pigmentov) ter ergosterola, vrednost pH, vsebnost vode v svežem substratu, izgubo 
suhe mase in hemolitično aktivnost substrata. 
 
Ugotovili smo, da povečanje začetne vsebnosti vode v substratu (iz 40 % na 45 %), 
privede pri gojenju na mešanici prosa pri sevu M. purpureus MOPU GS1 do biosinteze 
citrinina, ne glede na ostale izbrane parametre (temperatura gojenja, način cepitve ali 
načina sogojenja). Kot zanimivost je potrebno poudariti, da v primeru gojenja ali 
sogojenja M. purpureus MOPU GS1 na rižu, nismo zaznali citrinina. Razlog smo pripisali 
različni sestavi in dostopnosti različnih nutrientov v uporabljenih žitih. Prav tako smo 
odsotnost biosinteze citrinina opazili pri nižji temperaturi gojenja in sogojenja (23,5 °C), 
ki je potekalo 21 dni. 
 
V vseh primerih gojenja M. purpureus MOPU GS1, tako v monokulturi kot pri sogojenju 
z izbranimi glivami, smo izmerili hemolitično aktivnost substrata. Razlog za hemolitično 
aktivnost smo povezali s prisotnostjo saponinov in drugih naravnih surfaktantov, ki so 
naravni mehanizem obrambe pri uporabljenih žitih (mešanica prosa in rjavi riž). 
Povišanje vsebnosti vode v sveže preraščenem substratu tekom gojenja ali sogojenja smo 
povezali z višjo respiracijo in posledično višjo viskoznostjo substrata, ki lahko negativno 
vpliva na prenos kisika. Pomanjkanje kisika vodi do kopičenja CO2 in biosinteze etanola, 
kar ustvari pogoje za biosintezo citrinina (Carvalho in sod., 2003). Prisotnost citrinina v 
monokulturi M. purpureus MOPU GS1 gojeni na prosu pri 27 °C smo določili v vseh 
vzorcih. 
 
Višja temperatura (27,5 °C) gojenja M. purpureus MOPU GS1 na mešanici prosa po 7 ali 
21 dneh pozitivno vpliva na biosintezo monakolina K, pigmentov in ergosterola. Vendar 
v primeru sogojenja M. purpureus MOPU GS1 s F. velutipes FLVE višja temperatura 
nima statistično značilnega vpliva (p < 0,05) na biosintezo monakolina K, pigmentov in 
ergosterola. Prav tako temperatura, pri kateri je potekalo gojenje ali sogojenje, nima 
statistično značilnega vpliva (p < 0,05) na izgubo suhe mase in vsebnost vode v sveže 
preraščenem substratu. Nižja temperatura (23,5 °C) ima statistično značilen vpliv (p < 
0,05) na spremembo vrednosti pH pri gojenju M. purpureus MOPU GS1 v primerjavi z 
vrednostjo pH ostalih gojenih gliv. Prav tako se pri nižji temperaturi gojenja M. purpureus 
MOPU GS1, po 7 ali 21 dneh gojenja na mešanici prosa, ni biosintetiziral citrinin. 
 
Ugotovili smo, da izbor substrata vpliva na biosintezo sekundarnih metabolitov. V 
primeru gojenja monokulture M. purpureus MOPU GS1 na rižu in prosu smo zaznali 
statistično značilne razlike (p < 0,05) v biosintezi citrinina. Njegovo odsotnost smo 
zasledili v primeru gojenja monokulture na rižu in v primeru sogojenja M. purpureus 
MOPU GS1 s T. versicolor TV tako na rižu kot tudi na prosu. V primeru biosinteze 
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monakolina K po 21 dneh sogojenja na rižu ali mešanici prosa nismo zaznali statistično 
značilnih razlik (p < 0,05) v njegovi vsebnosti. Kot zanimivost lahko izpostavimo najvišjo 
vsebnost monakolina K med metanolnimi ekstrakti suhega preraščenega substrata pri M. 
purpureus MOPU GS1 gojenem na prosu po 7 dneh gojenja. Vendar se je vsebnost 
monakolina K po 21 dneh gojenja močno znižala. Razlog v spremembi vrednosti 
monakolina K smo pripisali zunanjemu vplivu, saj smo po 7 dneh gojenja na sveže 
preraščen substrat dodali 5 mL H2O in vse skupaj premešali. Proso je v primeru gojenja 
monokulture M. purpureus MOPU GS1 boljši substrat za biosintezo pigmentov kot riž (p 
< 0,05). Vendar v primeru sogojenja M. purpureus MOPU GS1 s T. versicolor TV nismo 
zaznali razlik (p < 0,05) v vsebnost pigmentov. Substrat nima vpliva na biosintezo 
ergosterola tako v monokulturi M. purpureus MOPU GS1 kot tudi v primeru sogojenja s 
T. versicolor TV.  
 
Statistično značilne razlike (p < 0,05) o vplivu substrata na izgubo suhe mase substrata 
smo opazili v primeru sogojenja M. purpureus MOPU GS1 s T. versicolor TV na rižu. 
Ob primerjavi rezultatov obeh monokultur smo opazili večje razlike v izgubi suhe mase 
substrata v primeru gojenja ali sogojenja na rižu. Razliko smo pripisali kemijski strukturi 
uporabljenega žita. Predpostavljamo, da je riž predstavljal enostavnejši vir hrane, oz. je 
njegova encimska razgradnja potekala hitreje, ravno zaradi razlike v kemijski strukturi in 
je zato izguba suhe mase substrata večja. Pri mešanici prosa smo namreč uporabili 
oluščena in neoluščena zrna prosa (v razmerju 2:1). Neoluščeno proso vsebuje več 
celuloze, hemiceluloze in lignina kot uporabljeni riž (Abba in sod., 2017 in Wijayanti in 
sod., 2019). Vpliv različne sestave substrata opazimo tudi pri končni vsebnosti vode v 
svežem substratu in vrednosti pH. Omenjena parametra oz. njuni vrednosti sta bili višji 
pri uporabi riža kot mešanici prosa. Oba lahko povežemo tudi z izgubo suhe mase 
substrata, ki je bila prav tako višja na rižu kot prosu. Predpostavljamo, da je na rižu 
razgradnja substrata potekala hitreje s tem pa tudi sprememba vrednosti pH. 
 
Predpostavljamo, da na izgubo suhe mase substrata pri kontrolnih vzorcih pride zaradi 
različnih razlogov, kot so tehnična napaka, različni kemijski procesi v žitu, ki se pričnejo 
odvijati ob stiku z vodo in velikost avtoklava, saj smo v manjšem avtoklavu določili 
manjšo izgubo suhe mase substrata kot v večjem. 
 
Na biosintezo sekundarnih metabolitov in ostalih izbranih parametrov ima vpliv tudi 
način inokulacije prosa. Glede na rezultate sogojenja, pri katerem smo uporabili istočasno 
cepitev utekočinjenega micelija na mešanico prosa, smo dosegli boljše rezultate kot v 
primeru uporabe zaporedne inokulacije. Pri zaporednem načinu cepitve smo po 7 dneh 
gojenja monokulture M. purpureus MOPU GS1 na sveže preraščen substrat nanesli 5 mL 
inokuluma micelija T. versicolor TV. Tako nacepljen substrat smo nato premešali in 
pričeli sogojenje. V primeru uporabe istočasne cepitve smo pri M. purpureus MOPU GS1 
zaznali statistično značilne (p < 0,05) nižje vsebnosti citrinina in višje vsebnosti 
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monakolina K. V primeru sogojenja M. purpureus MOPU GS1 s T. versicolor TV smo 
zaznali višjo vsebnost monakolina K pri istočasni cepitvi kot v primeru monokulture M. 
purpureus MOPU GS1. Način inokulacije pri monokulturi M. purpureus MOPU GS1 ni 
imel vpliva na biosintezo monakolina K, vendar ga je imel na citrinin. Vsebnost citrinina 
je bila pri monokulturi M. purpureus MOPU GS1 višja pri zaporednem načinu 
inokulacije. Razlog smo pripisali ravno dodatku utekočinjenega micelija na sveže 
preraščen substrat, ki je lahko povzročil zunanji stres, na katerega se je M. prupureus 
MOPU GS1 odzval ravno s povišano biosintezo citrinina (Derntl in sod. 2017). Vendar 
se je v primeru biosinteze pigmentov zaporedna cepitev izkazala kot boljša izbira (p < 
0,05). Potrebno je izpostaviti, da se način cepljenja določi glede na željeni cilj, to je ali 
želimo višje vsebnosti monakolina K ali pigmentov, saj ima cepitev nasproten vpliv na 
biosintezo pigmentov in monakolina K. Vpliv načina cepitve smo opazili pri vsebnosti 
ergosterola, izgubi suhe mase in vsebnosti vode v preraščenem substratu. Vrednosti 
omenjenih parametrov so bile statistično značilno (p < 0,05) višje pri istočasnem načinu 
cepitve kot v primeru zaporedne cepitve. Vpliv cepitve na vrednost pH smo opazili samo 
v primeru sogojenja M. purpureus MOPU GS1 s T. versicolor TV in ne pri monokulturi 
M. purpureus MOPU GS1. 
 
Izbor glive, s katero je M. purpureus MOPU GS1 sogojen, in dolžina sogojenja vpliva na 
biosintezo citrinina. Po 14 dneh gojenja smo zaznali vsebnost citrinina v vseh primerih 
sogojenja (T. versicolor TV in TV selo ter F. velutipes FLVE), vendar smo po 21 dneh 
opazili padec v vsebnosti citrinina v monokulturi M. purpureus MOPU GS1 in popolno 
odsotnost citrinina v vseh primerih sogojenja.  
 
Sogojenje z izbranimi glivami ne vpliva na višjo biosintezo monakolina K v primerjavi z 
vrednostjo monakolina K pri monokulturi M. purpureus MOPU GS1 (p < 0,05). Kljub 
temu, da je vsebnost monakolina K pri monokulturi T. versicolor TV selo in TV višja po 
21 dneh gojenja, v primeru sogojenja T. versicolor TV selo in TV s M. purpureus MOPU 
GS1 ni prišlo do sinergističnega učinka oz. višje biosinteze monakolina K. Padec v 
vsebnosti monakolina K med 7- in 14-dnevnim gojenjem opazimo pri M. purpureus 
MOPU GS1. Razlog za nižjo vsebnost monakolina K smo povezali s pripravo sveže 
preraščenega vzorca, saj smo po 7 dneh gojenja na sveže preraščen substrat M. purpureus 
MOPU GS1 dodali 5 mL H2O in vse skupaj premešali. Predpostavljamo, da je dodatek 
vode in premešanje sveže preraščenega substrata deloval kot stresor, na katerega se je M. 
purpureus MOPU GS1 prilagodil s spremembo v metabolizmu. 
 
Na podlagi rezultatov lahko trdimo, da daljši čas sogojenja (21 dni) negativno vpliva na 
biosintezo pigmentov v vseh primerih sogojenja. Opazimo namreč padec v vsebnosti 
pigmentov pri vseh kombinacijah sogojenja (p < 0,05). Razliko v vsebnosti pigmentov 
med 14- in 21-dnevnim gojenjem smo povezali z obrambnim mehanizmom M. purpureus 
MOPU GS1. Predpostavljamo, da se je M. purpureus MOPU GS1 na hidrolitične encime 
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s strani T. versicolor in F. velutipes odzval s spremembo v metabolizmu. Ob dodatku 
utekočinjenega micelija izbrane glive, s katero je potekalo sogojenje, se je vsebnost 
pigmentov najprej povišala, nato pa se je znižala.  
 
Način sogojenja ne vpliva na biosintezo ergosterola, izgubo suhe mase in vsebnost vode 
v sveže preraščenem substratu, saj med biološkimi vzorci ni statistično značilnih razlik 
(p < 0,05). Glede na rezultate lahko pri daljšem času sogojenja (21 dni) opazimo sicer 
malenkost večjo izgubo suhe mase substrata kot v primeru gojenja monokulture M. 
purpureus MOPU GS1. 
 
V vseh primerih sogojenja na mešanici prosa opazimo statistično značilen vpliv (p < 0,05) 
na spremembo pH substrata. Sprememba vrednosti pH je pričakovan rezultat, saj se 
tekom gojenja biosintetizirajo različni metaboliti (Dhakal in sod., 2012; subsaende in sod. 
2014). 
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• Z gojenjem na PDA mediju, mešanici prosa in rjavem rižu, smo potrdili hipotezo 
1, da tip gojišča vpliva na rast biomase gliv M. purpureus (NRRL 1596, BCRC 
31615, EBY2, EBY3, EBY4 in MOPU GS1), kar smo spremljali preko vsebnosti 
ergosterola, količine monakolina K, citrinina in pigmentov. Za biosintezo 
pigmentov je boljša odločitev riž, vendar predstavlja proso boljšo izbiro pri 
biosintezi monakolina K pri sevu M. purpureus MOPU GS1 in 40 % začetni 
vsebnosti vode v substratu. 
• S sogojenjem M. purpureus MOPU GS1 s F. velutipes FLVE in T. versicolor TV 
in TV selo na mešanici prosa in 45 % začetni vsebnosti vode v substratu smo 
potrdili hipotezo 2, da sta produkcija citrinina in monakolina K glive M. 
purpureus odvisna od vrste glive, s katero je gliva M. purpureus sogojena. 
Statistično značilne razlike (p < 0,05) smo dosegli samo v primeru biosinteze 
citrinina, ne pa v primeru biosinteze monakolina K, ne glede na vrsto sogojenja. 
• S sogojenjem M. purpureus MOPU GS1 s T. versicolor TV in TV selo na 
mešanici prosa in 45 % začetni vsebnosti vode v substratu smo ovrgli hipotezo 3 
(produkcija citrinina in monakolina K glive M. purpureus je različna pri uporabi 
različnih sevov gliv, s katerimi je M. purpureus sogojen), saj nismo zaznali 
statistično značilnih razlik (p < 0,05) v biosintezi monakolina K in citrinina med 
biološkimi vzorci. 
• Vpliv interakcije med sogojenimi glivami smo spremljali preko sinteze 
ergosterola, vrednosti pH, izgube suhe mase, biosinteze monakolina K, citrinina 
in pigmentov. Omenjeni parametri se razlikujejo med različnimi kombinacijami 
sogojenja in dolžino inkubacijske dobe. S tem smo potrdili hipotezo 4, da je 
produkcija citrinina in monakolina K glive M. purpureus odvisna od načina 
interakcije med glivama. 
• S poskusi sogojenja pri različni temperaturi (23,5 °C in 27,5 °C), substratu 
(mešanica prosa in rjavi riž) in različni dolžini inkubacijske dobe (7, 14 in 21 dni) 
smo proučevali vpliv na inteakcijo med M. purpureus MOPU GS1, s katerim je 
potekalo sogojenje (F. velutipes FLVE, T. versicolor TV ter TV selo). Na podlagi 
rezultatov vsebnosti sekundarnih metabolitov (vsebnost citrinina, monakolina K 
in pigmentov), ergosterola, pH svežega substrata in izgube suhe mase smo 
dokazali različen vpliv omenjenih dejavnikov na samo interakcijo med 
sogojenima glivama. S tem smo potrdili hipotezo 5, da na interakcijo med M. 
purpureus in vrstami gliv vpliva temperatura, sestava gojišča ter dolžina 
inkubacijske dobe. 
• S poskusi zaporednega načina cepitve utekočinjenega micelija na sveže preraščen 
substrat pri različni temperaturi (23,5 °C in 27,5 °C) nismo opazili statistično 
značilnih razlik v biosintezi citrinina ali monakolina K. Vendar smo dokazali, da 
ima višja temperatura statistično značilen vpliv (p < 0,05) na povišano biosintezo 
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citrinina po 21 dneh gojenja monokulture M. purpureus MOPU GS1. Prav tako 
imata temperatura in čas gojenja statistično značilen vpliv (p < 0,05) na biosintezo 
monakolina K pri monokulturi M. purpureus MOPU GS1 po 7 dneh gojenja. S 
poskusi gojenja in sogojenja na mešanici prosa in rjavega riža smo dokazali vpliv 
substrata na biosintezo monakolina K in citrinina. S tem smo potrdili hipotezo 6 
(produkcija citrinina in monakolina K glive M. purpureus je odvisna od sestave 
gojišča, dolžine preraščanja in temperature, pri kateri je (so)gojenje potekalo). 
• Z uporabo različne temperature sušenja sveže preraščenega substrata (60 °C in 35 
°C), vzorčenja (vzorčenje preraščenega hranilnega PDA medija, rezanje 
kolobarjev pri sogojenju) in različnega načina gojenja ali sogojenja (v vrečkah, 
plastičnih posodah ali steklenih kozarcih, zaporedna ali istočasna cepitev 
utekočinjenega micelija na substrat) smo potrdili hipotezo 7 in sicer, da na 
vsebnost citrinina in monakolina K vpliva način odvzema in priprave vzorcev. 
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6 POVZETEK (SUMMARY) 
6.1 POVZETEK 
Monascus purpureus je gliva, ki ima najdaljšo zgodovino uporabe v azijski kuhinji. Tam 
jo uporabljajo kot naravni konzervans, barvilo, začimbo in pri fermentaciji 
tradicionalnega rdečega riža. Fermentiranim izdelkom M. purpureus so pripisali številne 
farmakološko aktivne učinkovine, ki kažejo protivnetne in antioksidativne lastnosti, 
preprečujejo demenco, bolezni srca ter ožilja. Med najbolj poznanimi je monakolin K, ki 
sodeluje pri zniževanju koncentracije »škodljivega« holesterola. Vendar lahko 
fermentirani izdelki M. purpureus vsebujejo tudi nefro- in hepato-toksin citrinin. 
Predpisana maksimalna vrednosti citrinina, ki jih izdelki oz. prehranska dopolnila M. 
purpureus lahko vsebujejo v EU, znaša 2 µg/g.  
 
Poraba pigmentov, ki jih biosintetizira gliva M. purpureus, se z leti povečuje, zato je 
veliko raziskav osredotočenih na optimizacijo njihove biosinteze. Pigmente razdelimo v 
tri skupine: rumena, oranžna in rdeča. Največji interes v industriji predstavljajo rdeči 
pigmenti, saj so najbolj uporabni pri obarvanju hrane in ker je naravna rdeča barvila težko 
pridobiti (Lee in sod., 2002).  
 
Na kakovost in količino sekundarnih metabolitov, ki jih M. purpureus biosintetizira v 
stacionarni fazi rasti, vpliva več dejavnikov: način gojenja, tip gojišča (njegova sestava), 
izbira seva rodu Monascus, dostopnost kisika, vodna aktivnost, temperatura in dolžina 
gojenja, ki mora potekati v temi, volumen inokuluma (št. spor) ter pH in začetna vsebnost 
vode v substratu.  
 
Glavni namen naših raziskav je bil razviti postopek gojenja ali sogojenja M. purpureus, s 
ciljem doseči čim nižjo vsebnost citrinina, brez zmanjšanja vsebnosti monakolina K, oz. 
da bi se njegova biosinteza še povečala. V ta namen smo se najprej osredotočili na izbor 
načina gojenja M. purpureus. Temu je sledila selekcija najboljšega seva M. purpureus in 
nato vpliv sogojenja z različnimi vrstami zdravilnih saprofitskih gliv na biosintezo 
sekundarnih metabolitov. Bazične študije so nam tako omogočile globlji vpogled v 
medsebojne vplive med glivami različnih vrst, s poudarkom na biosintezo metabolitov, 
kot sta hepato- in nefro-toksin citrinin ter farmakološko pomemben statin monakolin K.  
 
Najprej smo testirali vpliv različnih dejavnikov na gojenje z namenom njegove 
optimizacije. Sem spadajo: način gojenja in sogojenja M. purpureus, vpliv in polnitev 
gojitvene posode, volumen inokuluma, temperatura in dolžina gojenja ter dolžina kuhanja 
substrata. Ugotovili smo, da je v našem primeru boljši način gojenja ali sogojenja na 
trdnem substratu, saj smo dobili zadostne količine suhega preraščenega substrata za 
kvalitetno analizo izbranih parametrov (citrinin, monakolin K, ergosterol in pigmenti).  
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Stekleni kozarci s pokrovom, na katere je pritrjen HEPA filter, so se izkazali za najbolj 
primeren način izvedbe gojenja ali sogojenja. Ugotovili smo, da je manjši volumen 
polnitve kozarca s substratom (130 g) primernejši v primerjavi z večjo polnitvijo (150 g), 
saj smo lažje premešali substrat, na katerega smo nanesli utekočinjeni micelij. Prav tako 
je bilo v primeru manjše polnitve tudi preraščanje micelija na substratu boljše. Čas 
gojenja smo skrajšali na 21 dni, saj se z daljšim časom gojenja vsebnost oz. obstojnost 
biosintetiziranih sekundarnih metabolitov niža. Slednje smo potrdili z analizo vsebnosti 
monakolina K, ergosterola in pigmentov. Omenjeni metaboliti so bili pri daljšem času 
gojenja v nižjih koncentracijah. Prav tako smo optimizirali način vzorčenja sveže 
preraščenega substrata, z namenom zagotovitve zadostne količine materiala za HPLC 
analizo. Na podlagi rezultatov smo se odločili, da bomo sveže preraščen substarat 
bioloških vzorcev za analizo na izbrane parametre jemali iz celotnega sveže preraščenega 
substrata, saj smo na ta način zagotovili dovolj materiala za kvalitetno HPLC analizo. 
Določili smo čas od vzorčenja in sušenja sveže preraščenega substrata, do priprave 
metanolnih ekstraktov za izvedbo HPLC analiz in sicer 3 dni. Na ta način smo želeli 
optimizirati izvedbo analiz in zmanjšati morebitne negativne vplive na vsebnost vsebnost 
citrinina, monakolina K, ergosterola in pigmentov. Prav tako smo določili temperaturo 
sušenja sveže preraščenega substrata in sicer 35 °C, saj smo ocenili, da višja temperatura 
sušenja (60 °C) negativno vpliva na obstojnost monakolina K. Glede na izgled in 
strukturo izbranega substrata (riž ali mešanica prosa (oluščeno in neoluščeno proso v 
razmerju 2:1)) po avtoklaviranju smo se odločili, da zaradi boljše absorbcije vode v 
substrat pred avtoklaviranjem, substrat predhodno poparimo. Na ta način smo zmanjšali 
pojav skupkov, ki negativno vplivajo na prenos kisika in drugih plinov tekom gojenja. 
Pomanjkanje kisika in akumulacija CO2 tekom gojenja M. purpureus privede do višje 
temperature v gojitveni posodi ter biosinteze etanola, kar ustvari boljše pogoje za višjo 
biosintezo citrinina. Na podlagi sogojenja M. purpureus, ki smo ga izvedli v petrijevkah 
na hranilnem PDA mediju, smo za namene razumevanja vpliva sogojenja, zaradi 
zanimive interakcije, izbrali F. velutipes FLVE in T. versicolor TV in TV selo. 
 
V raziskovalni nalogi smo analizirali 6 različnih sevov M. purpureus na dveh različnih 
substratih (riž ali mešanica prosa (oluščeno in neoluščeno proso v razmerju 2:1)) in 40 % 
začetni vsebnosti vode v substratu. Naš cilj je bil določiti najboljši sev M. purpureus, ki 
bi ga uporabili za sogojenje. Med gojenimi sevi M. purpureus smo primerjali vsebnosti 
monakolina K in citrinina. Poleg tega smo spremljali tudi pH in vsebnost vode v sveže 
preraščenem substratu, izgubo suhe mase, določitev encimske aktivnosti, hemolitično 
aktivnost substrata, vsebnost pigmentov ter ergosterola. Na podlagi prejetih rezultatov 
(poglavje 4.2) smo izbrali sev M. purpureus MOPU GS1, ki edini ni biosintetiziral 
hepato- in nefrotoksina citrinina. Prav tako je bil M. purpureus MOPU GS1 tudi edini 
sev, pri katerem smo zaznali vsebnost monakolina K. Ostale vrednosti izbranih 
parametrov (izguba suhe mase, vrednost pH, vsebnost vode v sveže preraščenem 
substratu, količina ergosterola in pigmentov) so bile pri M. purpureus MOPU GS1 sicer 
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nižje v primerjavi z drugimi sevi M. purpureus. Ravno zaradi biosinteze monakolina K 
smo M. purpureus MOPU GS1 uporabili pri izvedbi sogojenja z izbranimi višjimi 
glivami. Glede na naše rezultate (poglavje 4.2) o vsebnosti monakolina K predstavlja 
proso dobro alternativo rižu, saj je bila vsebnost monakolina K pri mešanici prosa višja. 
Izpostaviti je potrebno, da je bila vsebnost citrinina pri drugih gojenih sevih M. purpureus 
nižja na prosu kot na rižu. Razlog smo pripisali razliki v kemijski strukturi in fizikalnim 
karakteristikam uporabljenih žit. Vendar predstavlja riž še vedno boljši substrat pri 
biosintezi pigmentov. Najvišje koncentracije je biosintetiziral sev M. purpureus EBY 3, 
vendar je M. purpureus EBY 3 biosintetiziral tudi citrinin, kar predstavlja omejujoč 
dejavnik v živilski industriji. 
 
Na podlagi rezultatov encimske aktivnosti v vodnih ekstraktih sveže preraščenega 
substrata smo določili samo α-amilazno aktivnost, ne pa tudi proteazne in lipazne. Vzrok 
smo pripisali visoki vsebnosti škroba, ki je odvisna od izbora substratov, in začetne 
vsebnosti vode v substratu, ki je povezana z višjo viskoznostjo in slabšim prenosom 
kisika, kar ustvari inkubacijske pogoje, pri katerih je kisik omejujoč dejavnik (Verma in 
sod., 2015).  
 
Pri vseh analiziranih vzorcih tako bioloških ponovitvah kot kontrolah smo določili 
hemolitično aktivnost. Slednjo smo pripisali prisotnosti saponinov in drugih naravnih 
surfaktantov, ki predstavljajo obrambni sistem žit pred škodljivci. 
 
V zadnjem delu raziskave smo se osredotočili na vpliv načina sogojenja (istočasen ali 
zaporeden način inokulacije utekočinjenega micelija na substrat) in različne pogoje 
gojenja (temperatura, substrat in kombinacija sogojenja), ki vplivajo na opazovane 
parametre (vsebnost monakolina K, citrinina, ergosterola, pigmentov, vode v sveže 
preraščenem substratu, vrednost pH, izgubo suhe mase substrata in določitev hemolitične 
aktivnosti substrata). Sogojenje M. purpureus MOPU GS1 je potekalo pri 27,5 °C na 
mešanici prosa (oluščeno in neouluščeno proso v razmerju 2:1) s F. velutipes FLVE in T. 
versicolor TV in TV selo. V primeru sogojenja smo namesto 40 % začetne vsebnosti vode 
uporabili 45 %. Ugotovili smo, da je višja začetna vsebnost vode v substratu negativno 
vplivala na biosintezo sekundarnih metabolitov, saj se je pričel biosintetizirati citrinin 
(poglavje 4.3), ki ga pri nižji začetni vsebnsti vode (40 %) v mešanici prosa nismo zaznali 
(poglavje 4.2).   
 
Višja temperatura (27,5 °C) nima vpliva na biosintezo monakolina K, pigmentov ali 
ergosterola v primeru sogojenja M. purpureus MOPU GS1 s F. velutipes FLVE. Vendar 
ima višja temperatura pozitiven vpliv pri gojenju monokulture M. purpureus MOPU GS1 
na biosintezo monakolina K, pigmentov in ergosterola. Različna temperatura (23,5 °C in 
27,5 °C) nima vpliva na izgubo suhe mase substrata ali na vsebnost vode v sveže 
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preraščenem substratu. Pri nižji temperaturi (23,5 °C) nismo zaznali vsebnosti citrinina 
pri monokulturi M. purpureus MOPU GS1 gojeni na prosu. 
 
Pri primerjavi vpliva substrata z začetno vsebnostjo vode 45 % na izbrane parametre smo 
uporabili riž in mešanico prosa (oluščeno in neoluščeno v razmerju 2:1). V primeru 
monokulture M. purpureus MOPU GS1 gojeni tako na mešanici prosa kot tudi na rižu 
smo zaznali statistično značilne razlike v biosintezi citrinina. M. purpureus MOPU GS1 
je namreč biosintetiziral citrinin na prosu, a ne na rižu. V primeru sogojenja M. purpureus 
MOPU GS1 s T. versicolor TV vsebnosti citrinina nismo zaznali v obeh uporabljenih 
substratih. Ugotovili smo, da substrat nima vpliva na biosintezo monakolina K in 
ergosterola pri gojenju monokulture M. purpureus MOPU GS1 in njenega sogojenja s T. 
versicolor TV. Vendar pa ima substrat vpliv na biosintezo pigmentov samo v primeru 
gojenja monokulture M. purpureus MOPU GS1. V tem primeru predstavlja mešanica 
prosa boljšo izbiro pri biosintezi pigmentov. 
 
Na podlagi rezultatov gojenja in sogojenja M. purpureus MOPU GS1 lahko trdimo, da 
ima način cepitve utekočinjenega micelija na substrat vpliv na biosintezo sekundarnih 
metabolitov in izbranih parametrov. Istočasna cepitev utekočinjenega micelija predstavlja 
boljši izbiro pri sogojenju M. purpureus MOPU GS1 s T. versicolor TV, saj smo dosegli 
statistično značilne razlike v biosintezi citrinina (nižja vsebnost) in monakolina K (višja 
vsebnost). V primeru zaporednega načina cepitve monokulture M. purpureus MOPU GS1 
smo zaznali statistično značilne, večje razlike v biosintezi citrinina kot pri istočasnem 
načinu cepitve. Razlog za razliko v vsebnosti citrinina smo pripisali dodatku vode po 7 
dneh gojenja na mešanici prosa. Predpostavljamo, da se je M. purpureus MOPU GS1 na 
zunanji vpliv (dodatek vode in premešanje sveže preraščenega substrata) odzval s 
spremembo v metabolizmu. Vendar predstavlja zaporedni način cepitve boljšo izbiro pri 
biosintezi pigmentov. Način cepitve vpliva tudi na vsebnost ergosterola, izgubo suhe 
mase in vsebnost vode v sveže preraščenem substratu. Potrebno je izpostaviti, da nanos 
substrata z utekočinjenim micelijem vpliva na biosintezo sekundarnih metabolitov. Zato 
je potrebno najprej določiti cilj (npr. večja vsebnost pigmentov) in nato izbrati primeren 
način inokulacije. 
 
Sogojenje M. purpureus MOPU GS1 s F. velutipes FLVE, T. versicolor TV in TV selo 
ima pozitiven vpliv na zmanjšano biosintezo citrinina, saj ga v primeru 21-dnevnega 
gojenja nismo zaznali v vseh vzorcih, čeprav je bil citrinin prisoten v monokulturi M. 
purpureus MOPU GS1. Sogojenje nima statistično značilnega vpliva na biosintezo 
monakolina K. Vendar sogojenje negativno vpliva na biosintezo pigmentov, saj se z 
daljšim časom sogojenja njihova vsebnost niža. Med biološkimi vzorci pri vseh 
monokulturah, kot tudi pri vseh kombinacijah sogojenja, ni statistično značilnih razlik v 
biosintezi ergosterola, izgubi suhe mase substrata in vsebnosti vode sveže preraščenega 
substrata. Med biološkimi vzorci sicer opazimo manjše razlike, a niso statistično značilne. 
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Statistično značilne razlike o vplivu vrste sogojenja M. purpureus MOPU GS1 s F. 
velutipes FLVE, T. versicolor TV in TV selo na vrednost pH v sveže preraščenem 
substratu, opazimo pri vseh treh primerih sogojenja in monokulturah izbranih saprofitskih 
gliv v primerjavi z monokulturo M. purpureus MOPU GS1. Sprememba v vrednosti pH 
je pričakovan rezultat, saj se vrednosti pH tekom gojenja navadno spreminjajo. 
 
Rezultati takšne raziskave so nam omogočili razumevanje interakcije med dvema glivama 
in nam odpirajo nove možnosti za nadaljnje raziskave na področju sogojenja, predvsem 
v povezavi s povečanjem biosinteze farmakološko zanimivih metabolitov, ali pri 
odkrivanju novih učinkovin. Na podlagi ugotovljenih rezultatov vemo, da se moramo 
poleg izbora primernega seva M. purpureus, ki ne biosintetizira citrinina, še posebej 
osredotočiti na optimizacijo ostalih parametrov gojenja oz. sogojenja. Sem spadajo: 
začetna vsebnost vode v substratu, temperatura pri kateri poteka (so)gojenje in sušenje 
sveže preraščenega substrata, način cepitve oz. nanosa utekočinjenega micelija na trdni 
substrat, izbor substrata ter seva glive, s katerim je M. purpureus sogojen. 
6.2 SUMMARY 
Monascus purpureus is a fungus with the longest history of use in Asian cuisine. It can 
be used as a natural preservative, pigment or aspice, and also plays a role in traditional 
red rice fermentation. Fermented products are considered to have many 
pharmacologically active ingredients, which have anti-inflammatory and antioxidant 
properties, and prevent dementia as well as cardiovascular diseases. One of the most well 
known fermented products which is synthesized by M. purpureus is monacolin K, which 
helps lower bad cholesterol. However, M. purpureus fermented products can also contain 
nephrotoxins and hepatotoxin citrinin. In the EU, the prescribed amount of citrinin that 
food products and supplements are allowed to contain, equals 2 µg/g. The use of 
pigments, which are biosynthesized by M. purpureus, has been on the increase over last 
years, so most research groups are focused on optimizing the process of biosynthesis. 
Pigments can be yellow, orange or red – the latter are of the most interest to the industry 
because they are promising for use in food colouring (Lee et al., 2002), It is also 
noteworthy that natural red pigments are most difficult to come by. 
 
The quality and quantity of secondary metabolites, which M. purpureus biosynthesises in 
the stationary phase of growth, are affected by several factors, namely, cultivation 
method, type of medium (its composition), the selection of the Monascus strain, the 
access to oxygen, water activity, temperature and the duration of cultivation, which must 
take place in the dark, the volume of inoculum (number of spores), pH value and initial 
water content in the substrate. 
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The main goal of our research was to develop a process of cultivation or cocultivation of 
M. purpureus in which the chief premise was to achieve the lowest levels of citrinin, 
while also making sure that the amount of monacolin K did not decrease or, potentially, 
increase during the fermentation process. With this in mind, we first focused on selecting 
the method of cultivation, which was followed by the selection of the best strain of M. 
purpureus. This led to exploring the effect of cocultivation with different types of 
medicinal saprophytic fungi on the process of biosynthesis of secondary metabolites. 
These baseline studies have made it possible for us to gain a more detailed insight into 
the reciprocal effects between fungi of different types, while focusing mainly on 
metabolite biosynthesis, during which nephrotoxin citrinin and pharmacologically 
significant statin monacolin K play a central role.  
 
In order to optimize the process of biosynthesis, we first tested the effects of several 
factors, including the method of M. purpureus cultivation and cocultivation, effects of 
cultivation, charge amount of substrate used, type of cultivation environment (plastic bag, 
petri dish etc.), the volume of liquid mycelium, the temperature and duration of the 
cultivation, and, lastly, the duration of substrate cooking. Our findings show, that it is best 
to carry out cultivation or cocultivation on a solid substrate, since that provides sufficient 
amounts of biological material to analyse the chosen parameters (citrinin, monacolin K, 
ergosterol and pigments). 
 
Glass jars with a lid coated with HEPA filters proved to be the most appropriate 
environment to carry out cultivation or cocultivation. As the research progressed, we have 
determined that a smaller charge amount of substrate used (130 grams) is more 
appropriate, as opposed to a bigger amount (150 grams), since that made it easier to mix 
the substrate after the application of liquid mycelium. Additionally, this improved the 
quality of mycelium overgrowth. We shortened the cultivation period to 21 days, as a 
longer period would decrease the amount and stability of biosynthesized secondary 
metabolites. This was confirmed by analysing the content of monacolin K, ergosterol and 
pigments – these metabolites were detected in lower concentrations when the cultivation 
period was longer.  
 
Additionally, we optimized the way in which freshly overgrown substrate was sampled, 
which ensured a sufficient amount of material for HPLC analysis. Based on these results, 
we decided to analyse all of the freshly overgrown substrate from the glass jars for the 
chosen parameters. By using this method, we were able to get a more accurate HPLC 
analysis. We determined the duration of max 3 days to go from freshly overgrown 
substrate sampling to the drying process and preparing extracts (methanol or ethanol) for 
further analysis. Methanol extracts of dried overgrown substrate were used for HPLC 
analysis, which determined the content of citrinin, monacolin K, ergosterol in the 
samples. Total content of red pigments were, determinated in ethanol extracts of dried 
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overgrown substrate. Our goal at that point was to optimise the analysis procedure in 
order to decrease the possibility of negative effects on the aforementioned parameters. 
 
Moreover, we determined the temperature at which the freshly overgrown samples were 
to dry (35 °C), as we estimated that a higher temperature (60 °C) is likely to have a 
negative effect on monacolin K values. Based on the appearance and structure of the 
chosen substrate (rice or proso millet) after autoclaving, we decided to steam the substrate 
first, before autoclaving, to guarantee better water absorption. By doing so, we eliminated 
the risk of clots, which, when present, negatively affect the transfer of oxygen and other 
gases during cultivation. The accumulation of CO2 in the process of cultivation makes the 
temperature in the cultivation environment rise, which creates better conditions for 
citrinin biosynthesis.  
 
Based on cocultivation carried out in petri dishes on a PDA medium, we chose F. 
velutipes FLVE, T. versicolor TV and TV selo due to their fascinating interaction with 
the M. purpureus strain and for the purpose of understanding the effects of cocultivation. 
 
In the continuation of our research, we analysed six different strains of M. purpureus on 
two different substrates (mixture of millet proso, and brown rice) with an initial water 
content of 40%. The goal was to select the best strain and the best substrate to use in the 
context of monacolin K and citrinin biosynthesis. We also kept track of other parameters, 
such as pH value, water content in a freshly overgrown substrate, the loss of dry mass, 
enzyme activity, haemolytic activity of the substrate, and the content of pigments and 
ergosterol.  
 
Based on the results we decided for the strain M. purpureus MOPU GS1, which was the 
only strain that did not biosynthesise nephrotoxin citrinin, but was also the only strain in 
which we could detect the presence of monacolin K. Other values (loss of dry mass, pH 
value, water content in a freshly overgrown substrate, amount of ergosterol and pigments) 
were less detectable compared to other strains. The chosen strain was then used to carry 
out cocultivation with select higher fungi. 
 
The results show that proso millet is a good alternative to rice, as monacolin K content 
was higher in proso millet when compared to rice. The reason for that likely lies in the 
chemical structure and physical characteristics of the two grains used. However, rice is 
still a better substrate to use in pigment biosynthesis. The highest concentrations were 
biosynthesised by strain M. purpureus EBY 3, but it also biosynthesised citrinin, which 
is an obstacle for the food processing industry. Based on the results pertaining to enzyme 
activity in water extracts of freshly overgrown substrate, we determined that there was 
only amylase activity, but no proteolytic or lipase activity. The cause of that is likely high 
starch content, which depends on substrate selection and the initial water content in the 
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substrate – this is linked to high viscosity levels and presents an obstruction in oxygen 
transference, which creates incubation conditions where oxygen is an impeding factor 
(Verma et al., 2015). 
 
In all analysed methanol extracts of dried overgrown substrates, both biological and 
control samples, we determined there was haemolytic activity, which we assigned to the 
presence of saponins, the grain’s defence system against pests. 
 
In the last portion of our research we shifted our focus to the effects of cocultivation and 
certain parameters (temperatures, different nutrient medium, method of applying liquid 
mycelium to the selected substrate and type of cocultivation) on the parameters in 
question (amount of monacolin K, citrinin, ergosterol, pigments, water content in a 
freshly overgrown substrate, pH value, loss of dry matter, enzymatic and haemolytic 
activity ). Cocultivation of M. purpureus MOPU GS1 with F. velutipes FLVE, T. 
versicolor TV and TV selo was carried out. In this particular case, the initial water content 
was 45%, and not 40% as before. We concluded that higher water content had a negative 
effect on secondary metabolite biosynthesis, as citrinin began to biosynthesise, which was 
not detectable in a substrate with lower water content (40%). 
 
A higher temperature (27.5 °C) does not affect monacolin K/pigment/ergosterol 
biosynthesis when M. purpureus MOPU GS1 cocultivates with F. velutipess FLV; 
however, it does have a positive effect on monacolin K/pigment/ergosterol biosynthesis 
when cultivating M. purpureus MOPU GS1 as a monoculture. A difference in 
temperature (23.5 °C and 27.5 °C) does not affect the loss of dry mass or water content 
in a freshly overgrown sample. 
 
At 45% initial moisture level of the proso millet mixture and rice, in the case of 
monoculture M. purpureus MOPU GS1, we detected statistically significant differences 
in citrinin biosynthesis – M. purpureus MOPU GS1 biosynthesized it on proso millet, but 
not on rice. Cocultivation of M. purpureus MOPU GS1 with T. versicolor TV, in this 
case, had a positive effect on citrinin biosynthesis, as we did not detect it in neither proso 
millet mixture nor the rice. The substrate has no effect on monacolin K/ergosterol 
biosynthesis when cultivating monoculture M. purpureus MOPU GS1, which is also the 
case in cocultivation of M. purpureus MOPU GS1 with T. versicolor TV. Furthermore, 
the substrate has no effect on pigment biosynthesis when cocultivating, but does have an 
effect when cultivating M. purpureus MOPU GS1 as a monoculture. It is noteworthy that 
the proso millet mixture has proven to be a better option than rice in pigment biosynthesis. 
 
Based on our results pertaining to cultivation and cocultivation M. purpureus MOPU GS1 
we can claim that the application method of liquid mycelium to the selected substrate has 
an effect on secondary metabolite biosynthesis and the chosen parameters. It follows that 
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simultaneous application method of liquid mycelium on the selected substrate is a better 
option for cocultivation, as it provides statistically typical differences in citrinin 
biosynthesis (lower content) and monacolin K biosynthesis (higher content). In the case 
of sequential application method of monoculture M. purpureus MOPU GS1, we detected 
a statistically typical increase in citrinin biosynthesis. The reason for this is likely to be 
the addition of water after a week of cultivation, which, we assume, resulted in M. 
purpureus MOPU GS1 reacting with a metabolic change. However, sequential 
application method remains a better option for pigment biosynthesis. The application 
method of liquid mycelium to the selected substrate additionally affects ergosterol 
content, loss of dry mass and water content in a freshly overgrown substrate. 
Simultaneous application is a better method when all parameters are considered. 
 
Cocultivation of M. purpureus MOPU GS1 with F. velutipes FLVE, T. versicolor TV and 
TV selo has a positive effect in a way that decreases citrinin biosynthesis – in the process 
of a 21-day long cultivation, citrinin was not detected in any samples of methanol 
extracted from dried overgrown substrate, despite being present in monoculture M. 
purpureus MOPU GS1. In the case of monacolin K biosynthesis, cocultivation did not 
have a statistically typical effect. The negative effect of cocultivation was present in 
pigment biosynthesis, as the amount of pigment decreases with a longer cultivation 
period. No statistically typical differences in ergosterol biosynthesis, loss of dry mass or 
water content were found in biological samples of monocultures, or in the process of 
cocultivation. The biological samples do show small differences, but they are not to be 
considered statistically significant. Statistically significant differences that have to do 
with the effect of the type of cocultivation method (M. purpureus MOPU GS1 with F. 
velutipes FLVE, T. versicolor TV and TV selo) on pH value in a freshly overgrown 
substrate were noticeable in all three examples of cocultivation and cultivation of 
monocultures of select saprophytic fungi when compared to monoculture M. purpureus 
MOPU GS1. This conclusion was expected as pH value varies during the process of 
cultivation. 
 
The results of our research have made it possible for us to understand the interaction 
between two fungi and have opened up new areas of research in the field of cocultivation. 
This is especially true in connection with the increase in pharmacologically significant 
metabolite biosynthesis and the discovery of new pharmacologically active substances. 
The results tell us that we must not only select an appropriate strain of M. purpureus that 
doesn’t biosynthesise citrinin, but also focus on the optimization of other parameters in 
the process of cultivation and cocultivation. Such parameters include the initial water 
content in the substrate, the temperature at which (co)cultivation and drying of freshly 
overgrown substrate take place, the application method of liquid mycelium on the selected 
substrate, and the selection of the substrate and the strain with which M. purpureus is 
cocultivated. 
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